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 تشکر
با یاري خداوند یاري رسان بی همتا پس از دو سال و نيم تلاش، به انتهاي كار پایان نامه خود رسيدم. 
نمایانگر یک خاطره و یک ارزش براي من و تمام عزیزانی است كه در این راه مرا تلاشی كه هر لحظه آن 
و دنياي علم را یاري رساندند و اینک نتيجه آن كه البته متعلق به من نمی باشد بلکه این تلاش ماحصل 
 گروهی است كه چه مستقيم و چه غير مستقيم پشتيبان و دلگرم كننده من در این مسير بوده اند.
دارد كه اكنون فرصت را غنيمت شمرده و در مقابل دید همگان با صدایی بلند تشکر و قدردانی خود جا 
 را اظهار نمایم.
به پاس حمایت هاي بی دریغ و هزینه وقت با دکتر محمد حسین علیمحمدیان  از استاد عزیز جناب آقاي
ان به این جانب كه بذر خود باوري ارزششان كه اگر نبود، این مهم به انجام نمی رسيد. همچنين اعتمادش
را در من شکوفا كرد و هرگاه مانعی در كار من بود، آرامش و صبوري ایشان قوت قلبی بود تا راه را بدون 
 هيچ واهمه اي ادامه دهم.
، استاد دوست داشتنی و حامی دانشجویان، الگوي دکتر محمد رضا فاطمیاز استاد عزیز جناب آقاي 
و تحصيل و كسی كه نقش پدري به گردن من داشتند. همچنين شخصی كه الگوي عشق به كار، تلاش 
 یک استاد كامل چه در وادي تحصيل و چه در وادي زندگی براي من است.  
كه  با نظرات گره گشا و فکورانه خود مرا در مسير تحقيق  دکترسهیلا اژدریاز  استاد مشاور سركار خانم 
 یاري نمودند.
كه مشاوره این پایان نامه را بر عهده داشتند و افتخار شاگردي  شهلا جمیلی دکترانم از استاد مشاور خ
 ایشان را دارم.
راد كه همراه و همفکر من در لحظه به لحظه این پایان نامه بوده اند و  دکتر فرهاد ریاضیاز آقاي 
 دلسوزانه همچون پایان نامه خویش، در این مطالعه حضور داشتند.
دکتر آرش و جناب آقاي  دکتر ترانه گازریاز تجربه و دانش استادان بزرگوار سركار خانم  در این تحقيق
 ، بهره هاي فراوان برده ام كه مطمئنا در آینده علمی من با ارزش خواهد بود. معمارنژادیان
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 دکتر، سركار خانم دکتر سیما رافتی، سركار خانم دکتر انیسه جعفریاز اساتيد ارجمند سركار خانم 
 كه از نقطه نظرات و همکاري شان كمال استفاده را بردم.   دکتر بهروز وزیریو جناب آقاي فاطمه متولی 
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 پروردگارا
 تنها تو را می پرستم و تنها از تو یاری می جویم
 
 تقدیم
كه یادش را هميشه به زیبایی در كنج خانۀ دل نگه داشته  پدرمتقدیم به روح پاک 
 ام.
 
 مادرمتقدیم به مهربانترین فرشتۀ عالم و استوارترین تکيه گاهم، 
 
 ماروس كه وجودش به زندگيم رنگ و معناي دیگري می بخشد خواهرمتقدیم به 
 
 كه تمامی موفقيت هاي خویش را مدیون دعاهاي خير او مادربزرگمتقدیم به 
 می دانم. 
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 چکیده فارسی
تعداد زیادي از انگل و ميکروبها براي رشد و تکثير خود در بدن ميزبان نياز به آهن دارند. از جمله این 
 بيماري ليشمانيوز می باشد اشاره كرد.انگل ها می توان به ليشمانيا كه عامل 
ليشمانيوز یک بيماري عفونی با طيف بالينی وسيع است كه علائم آن از شکل جلدي محدود شونده تا 
 بيماري احشایی كشنده (كالاآزار) متغير می باشد.
لا به آلوده به ليشمانيا ماژور (عامل بيماري ليشمانيوز پوستی) به دليل حساسيت با c/BLABموش هاي 
این عفونت قادر به كنترل بيماري نبوده، عفونت به اندام هاي مجاور و حتی اعضاي احشایی مانند طحال 
 و كبد انتشار می یابد و بيماري به شکلی مشابه كالاآزار در می آید كه موجب مرگ جانور می گردد.
فت بيماري، شدت با آنمی همراه است بطوري كه با پيشر c/BLABدر موش هاي  rojam .Lعفونت 
آنمی نيز بيشتر شده و در روزهاي آخر عمر، موش به یک حالت كاشکسی و آنمی شدید مبتلا می شود 
 كه شاید یکی از دلایل مرگ حيوان همين آنمی شدید باشد.
فروپورتين كه نقش كليدي در تنظيم آهن دارد، پروتئينی حفاظت شده است كه آهن را از انتروسيت هاي 
فاژها و هپاتوسيت هاي كبد خارج كرده و به جریان خون منتقل می كند. فروپورتين همچنين روده، ماكرو
نقش كليدي در تکثير و بقاي بسياري از ميکروارگانيسم هایی كه رشدشان وابسته به آهن است دارد 
ارگانيسم بنابراین  ميتوان با استفاده از فروپورتين نقش تنظيمی آهن در پاسخهاي ایمنی و فعاليت ميکرو
هاي پاتوژنيک را مورد ارزیابی قرار داد. در این مطالعه به منظور تهيه و تعيين خصوصيت پروتتئين 
از روي  RCP-TRآن از روده گورخر ماهی استخراج شد و به كمک روش  ANRنوتركيب فروپورتين، 
وكتور  كلون شد و سپس به درون  opoTابتدا در وكتور RCPساخته شد. سپس محصول  ANDcآن 
برده شد. پلاسميد نوتركيب نهایی  PFGبا قابليت بيان پروتئين فلورسانت  1N–PFGEpبيانی 
 392 keHدر درون سلول هاي یوكاریوتی  PFGE-NPFبه منظور بيان پروتئين  )npFZ-PFGEp(
ترانسفکت گردید. بيان این پروتئين در نهایت توسط ميکروسکوپ فلورسانت تائيد شد و درصد سلول  T
هاي ترانسفکت شده توسط فلوسایتومتري مشخص و تعيين گردید. مشخصات كامل تري از پروتئين 
 0.2V MMHMTفروپورتين نوتركيب با وارد كردن توالی اسيد امينه اي آن در نرم افزارهاي آنلاین 
  revres noitciderp
بدست revres 1.3 cylGNteN dna revres 1.3 cylGOteN ,)ledom vokraM neddih( 
این  Cو   Nدومين بين غشایی بوده و انتهاي 8آمد. اطلاعات بدست آمده نشان داد كه این پروتئين داراي 
اسيد آمينه  4گليکوزیله و  N اسيد آمينه 87پروتئين در سيتوپلاسم قرار دارد. فروپورتين همچنين داراي 
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گليکوزیله می باشد. نتایج نشانگر این واقعيت بود كه توپولوژي غشایی فروپورتين نوتركيب با موارد  O
 گزارش شده توسط دیگر محققين یکسان بود.
 
جهت ژن تراپی در موش هاي npFZ-PFGEp مرحله بعدي تحقيق استفاده از پلاسميد نوتركيب 
ليشمانيا ماژور بود. همانطور كه می دانيم استفاده از ژن به تنهایی براي درمان به علت آلوده به  c/BLAB
تجزیه سریع توسط نوكلئازها، جذب بسيار پایين توسط سلول، عدم اختصاصی بودن به سلولی خاص و 
هاي اوليه قدرت ترانسفکت پایين قابل استفاده نيست بنابراین استفاده از حاملی امن و كارآمد یکی از نياز
استفاده از پليمر هاي كایتوزان و الژینات با توجه به نداشتن  براي موفقيت در ژن درمانی است.
سيتوتاكسيسيتی و دارا بودن زیست تخریب پذیري مناسب بوده و قابليت انتقال پلاسميد نوتركيب به 
 داخل سلول هاي انتروسيت را دارا می باشند.
 -نات با این هدف انتخاب شد و ساخت و بهينه سازي نانوذرات الژیناتلذا پليمرهاي كيتوزان و الژی 
نانومتر و درصد كارایی بارگيري  881كایتوزان انجام گردید. در نهایت ميانگين قطر ذرات حاصل برابر 
 % بدست امد.59ذرات 
تيب گروه تقسيم شد. به گروه اول و دوم به تر 3به  rojam .Lآلوده به  c/BLABسپس موش هاي  
صورت گرفت و گروه كنترل هيچ  PFGEpو npFZ-PFGEp تجویز خوراكی پلاسميد نوتركيب 
در مجموع نتایج حاصل از این تحقيق داد كه بيان ژن فروپورتين در سلول هاي نانوذراتی را دریافت نکرد. 
ميزان آلوده به ليشمانيا ماژور منجر به بالا رفتن آهن خون و  c/BLABانتروسيت روده موش هاي 
در از گره انفی موش ها گشته است. بررسی الگوي سایتوكاینی  npFZ-PFGEpهماتوكریت در گروه 
-LI و  4-LIسایتوكاین هاي نتایج حاصل از الایزا نشان داد كه ميزان صورت گرفت.  6و  4در هفته 
انگلی و  كاهش باربالا رفته است. همچنين  01-LI/γ-NFI و   4-LI/γ-NFIنسبت پایين آمده و 01
این امر مشاهده شد.  npFZ-PFGEpدر موش هاي  تورم پنجه پا، افزایش ميزان هماتوكریت و نيز آهن 
و در نتيجه طولانی شدن سير بيماري در موش ها شده و امکان بکار  2hTنشانگر تضعيف پاسخ هاي 
براي استفاده در درمان بيماري  npFZ-PFGEpگيري نانوذرات كایتوزان/ الژنات حاوي پلاسميد 
 ليشمانيوز است.
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 مقدمه  -1-1
. در بيماري هاي التهابی مزمن، كاهش آهن آهن یکی از عناصر مهم در بدن انسان و دیگر مهره داران است
باعث ایجاد آنمی و ضعف سيستم ایمنی می شود. یکی از دلایل اصلی در كاهش آهن، كاهش فروپورتين 
-norI(یا پروتئين انتقال دهنده تنظيمی آهن  )npF(فروپورتينبر سطح انتروسيت هاي روده می باشد. 
كه به ميزان زیادي در غشاء انتروسيت هاي روده،   )1GERI( )nietorp retropsnart detaluger
سلول هاي كوپفر و ماكروفاژهاي طحال یافت می شود، آهن را از داخل این سلول ها  به داخل خون 
. در روده این پروتئين )0002 ,navonoD ;5002 ,leknearF ;4002 ,htemeN(انتقال می دهد 
روي غشاء برس مانند  1-TMDه توسط پروتئين روي غشاء بازولترال قرار داشته و آهن جذب شد
كاهش   )9002 ,nospmyS(.را به داخل گردش خون منتقل می كند )lacipA(انتروسيت ها 
در این تحقيق عفونت ليشمانيا  فروپورتين در بيماري هاي التهابی منجر به كاهش آهن سرم خون می شود.
فروپورتين در بيماري التهابی مزمن در نظر  به عنوان مدلی براي بررسی نقش  c/BLABدر موش هاي 
 گرفته شد.
ليشمانيوز یک بيماري عفونی با طيف بالينی وسيع است كه علائم آن از شکل جلدي محدود شونده تا 
نفر مرگ و  000005بيماري احشایی كشنده (كالاآزار) متغير می باشد. بيماري كالاآزار  سالانه در حدود 
آلوده به ليشمانيا ماژور  c/BLABموش هاي . )4002 ,OHW(ی دهد مير را به خود اختصاص م
(عامل بيماري ليشمانيوز پوستی) به دليل حساسيت بالا به این عفونت قادر به كنترل بيماري نبوده، عفونت 
به اندام هاي مجاور و حتی اعضاي احشایی مانند طحال و كبد پيشرفت می كند و بيماري به شکلی 
بطوري كه با پيشرفت  .)2002 ,skcaS( در می آید كه موجب مرگ جانور می گرددمشابه كالاآزار 
، شدت آنمی نيز بيشتر شده و در روزهاي آخر عمر، موش به یک  c/BLABبيماري در موش هاي 
حالت كاشکسی و آنمی شدید مبتلا می شود كه شاید یکی از دلایل مرگ حيوان همين آنمی شدید 
 )2002 ,skcaS(باشد
جدیدا به عنوان یک مدل ژنتيکی مهم براي شناخت رشد و تکامل مهره  oirer oinaDاز آنجایی ماهی  
داران شناخته شده است و جدیدا با مطالعات ژنتيکی روي گورخر ماهی صدها منطقه ژنومی كه براي 
تعداد  دیگر اینکه )2002 ,.la te gnilloG(.رشد اوليه مهره داران لازم است، شناسایی شده است 
و با علم به اینکه این  0002 ,noZ dna yelooD(زیادي ژن حفاظت شده بين ماهی و انسان وجود (
 ,.la te eiKcM( .پروتئين در طول تکامل بين ماهيان و پستانداران حفاظت شده باقی مانده است 
از  فاده شد.است c/BLABدر این تحقيق از ژن فروپورتين ماهی براي درمان كمخونی موش هاي  )0002
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تجزیه سریع توسط نوكلئازها، جذب بسيار پایين توسط  استفاده از ژن به تنهایی به علت آنجایی كه
 سلول، عدم اختصاصی بودن به سلولی خاصو قدرت ترانسفکت پایين قابل استفاده نيست،
 ,lessiK(بنابراین استفاده از حاملی امن و كارامد یکی از نيازهاي اوليه براي انتقال ژن به بدن است   
سنتز آسان، پایين بودن و یا عدم پاسخ ایمنی در   پلی ساكاریدها مثل پليمر هاي كاتيونی به علت. )9002
یک حاملی  ANDنگهداري بالاي  مقابل وكتور  قابليت استفاده براي اندازه هاي مختلفی از ژن و قدرت
در حال حاضر از پليمر هاي كاتيونی براي ساخت   .)7002 ,gnoeJ(مناسب براي انتقال ژن می باشد
نانوذرات  براي انتقال دارو، پلی پپتيد، پروتئين، واكسن،  اسيد نوكلئيک، ژن ها و ... كاربرد دارند  
ن كایتوزان را نثال زد كه آمين هاي با بار مثبت روي آن . از این پليمر هاي كاتيونی ميتوا)7002 ,mullI(
از طریق برهم كنش هاي الکترواستاتيک كرده و آن را  ANRiSو  ANDكایتوزان را قادر به اتصال با 
در این تحقيق براي بالا بردن   )9002 ,oaM ;1002 ,.la te gnaF(مناسب براي انتقال ژن  می كند
ز پليمري آنيونی الژینات به منظور كم كردن قدرت اتصال بالاي بين كایتوزان ميزان ترانسفکت كایتوزان، ا
 . )8002 ,.la te inafoiC(و ژن استفاده شد  
 اهداف و فرضیه های تحقیق -1-1-1
ژن فروپورتين از كبد و روده  گورخر ماهی  ANRاستخراج  -1هدف این پایان نامه عبارت بود از 
وارد كردن پلاسميد بيانی حاوي ژن فروپورتين  -3كلونينگ و بيان ژن فروپورتين -2 ()oirer oinaD
به درون پليمر هاي خوراكی كایتوزان/ الژینات (ساخت نانوذرات خوراكی) و تجویز   )NPF -PFGEp(
به منظور بيان اختصاصی ژن فروپورتين در سلولهاي  c/BLABخوراكی این نانوذرات به موش هاي 
  γ-NFIو  01-LI، 4-LIارزیابی ایمونولوژیک تاثير بيان این ژن بر سایتوكاین هاي  -4موش  انتروسيت
 و اثرات آن روي ميزان هماتوكریت، بار انگلی، سير بيماري در پنجه پاي موش و ميزان آهن خون
از ماهی  فرضيه از انجام این تحقيق آن بود كه آیا بالا بردن بيان اختصاصی ژن فروپورتين استخراج شده
منجر به بالا بردن آهن سرم خون موش   oviv niدر سلولهاي انتروسيت روده به صورت oirer oinaD
آلوده به ليشمانيا ماژور خواهد شد؟ و آیا این افزایش آهن قادر به درمان موشها و كاهش  c/BLABهاي 
 بار انگلی در آنها خواهد بود؟ 
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  )ainamhsieL(  کلیاتی در مورد لیشمانیا -2-1
حشره و مهره داران تلقی می گردد. ميزبان  )suonegoreteH( انگل هاي هتروجنوس  ٔ‌ليشمانيا از جمله
مهره دار براي این انگل شامل پستانداران و خزندگان می باشد. انگل هاي ليشمانيا عامل بيماري 
ي هاي پروتوزوائی است كه از هستند. ليشمانيازیس یک گروه از بيمار )sisainamhsieL( ليشمانيازیس
به پستانداران از جمله انسان منتقل می شود. مطابق با آمارهاي جهانی  sumotobelhPطریق پشۀ خاكی 
هزار  07هر سال به طور تخمينی یک ونيم الی دو ميليون مورد جدید در این رابطه گزارش می شود و 
ليشمانيوزیس از طریق طيف وسيعی از علائم بالينی بيماري مشخص می شود. عوامل  مرگ اتفاق می افتد.
مختلفی مثل سوش انگل، دوز انگل، محل تلقيح، وضعيت سيستم ایمنی و ژنتيک ميزبان در ایجاد یا عدم 
 )1 -1(شکل).  4002 ,OHWایجاد بيماري موثرند (
ليشمانيا در انسان داراي محدودیت هاي زیادي  عوامل ایمونولوژیک موثر در محافظت بر عليه  ٔ‌مطالعه
 است. لذا مدل موشی می تواند كمک شایانی در این جهت باشد
 تاریخچه -1-2-1 
روي لوحی )LC( ainamhsieL suoenatuC  توصيف زخم هاي آشکاري شبيه به ليشمانيوز پوستی
علی سينا در قرن دهم توصيف  از پادشاه آشوربانيپال در قرن هفتم قبل از ميلاد كشف شده است. ابو
 ، اَلکساندر راسل6571اده است. در سال د  )eros hklaB( مختصري از زخمی به نام زخم بلخ
)lessuR rednaxelA(
بعد از بررسی یک بيمار اهل تركيه جزئيات بيشتري از شرح بالينی این بيماري  
الا آزار  معرفی كرد. در زبان اُردو و هندي ارائه داد. پزشکی در شبه قاره هند این بيماري را به عنوان ك
 1091به معنی تب یا بيماري) می باشد. در سال razaبه معنی سياه و  alaKكالا آزار به معنی تب سياه (
پاتولوژیست اسکاتلندي ارگانيسم هاي كوچکی را  )namhsieL goob mailliW( ویليام بوگ ليشمان
یک  muhd muhDتلف شده بود شناسایی كرد ( mud-mud در اِسميرهاي طحال یک بيمار كه از تب
 منطقه نزدیک كلکته هند است). نام ليشمانيا به خاطر نام این پاتولوژیست روي این بيماري گذاشته شد
 . )2002 ,xoC(
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 طبقه بندی و نام گذاری انگل لیشمانیا  -2-2-1
فاكتورهایی همچون پراكندگی جغرافيایی، ویژگی هاي ژنتيکی و بيوشيميایی، آناليز ایزوآنزیم ها، آناليز 
كينتوپلاسمی و هسته اي، تست هاي سرولوژیک و تعيين تركيب آنتی ژنيک به وسيله واكنش هاي  AND
 رود.آنتی بادي هاي مونوكلونال براي شناسایی و رده بندي انگل ليشمانيا به كار می 
 . )4991 ,wahS( بندي زیر را می توان براي انگل ليشمانيا ذكر كرد رده
  atsitorPسلسله آغازیان 
  arohpogitsamocraSشاخه ساركوماستيگوفورا  
  arohpogotsamooZ رده زوماستيگوفورا 
  aditsalpoteniKراسته كينتوپلاستيدا 
   eaditamosonapyrT تریپانوزوماتيدهخانواده   
 
  ainamhsieLجنس ليشمانيا   
 زندگی انگل لیشمانیا   ٔ چرخه -3 -2-1 
ماده منتقل می   )sumotobelhP(نيش پشه خاكی فلبوتوموس  ٔ‌در واقع بيماري ليشمانيوزیس به وسيله
خاكی پروماستيگوت هاي متاسيکليک (مرحله عفونت زا) را در طی مکيدن خون به بدن   ٔ‌شود. پشه
 ميزبان تزریق می كند.
پروماستيگوت هاي متاسيکليک وقتی از خرطوم پشه به سوراخ زخم ناشی از نيش پشه در سطح پوست 
يت بيگانه خواري ميزبان می رسند، به طور موثر توسط تركيبات سرم اُپسونيزه می شوند و در اثر خاص
ماكروفاژها (فاگوسيتوز) بلعيده می شوند. و در فاگوليزوزوم ها به فرم آماستيگوت تغيير شکل می دهند. 
ثير خود قرار می  ٔ‌آماستيگوت ها در سلول هاي آلوده تکثير می شوند و بافت هاي مختلف را تحت تا
خاكی سالم در طی   ٔ‌ز طرف دیگر پشهليشمانياي مربوطه دارد. ا  ٔ‌دهند كه این مسئله بستگی به گونه
مکيدن خون روي یک ميزبان آلوده، با آماستيگوت ها آلوده می شود. هنگامی كه پشه ماكروفاژهاي آلوده 
به آماستيگوت را از خون ميزبان می خورد، در قسمت ميانی مجراي هاضمه پشه خاكی انگل ها به 
 انگل لیشمانیا – 1-1شکل 
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روماستيگوت ها تکثير شده و به پروماستيگوت هاي بعد پ  ٔ‌پروماستيگوت تغيير شکل می دهند. در مرحله
 .)6002 ,sreteP( متاسيکليک تبدیل می شوند و در نهایت به خرطوم پشه مهاجرت می كنند
خاكی حدود هفت روز می باشد. پس از تزریق انگل در بدن انسان   ٔ‌تکامل انگل در بدن پشه  ٔ‌یک دوره
داخل ماكروفاژها نفوذ كرده و به شکل آماستيگوت یا حيوانات دیگر، پروماستيگوت ها به سرعت به 
 .)4002 ,sregoR( قابل مشاهده است 2-1كه در شکل  تبدیل می گردند
 
  
 ,skcaS(چرخة زندگی انگل لیشمانیا. این سیکل از میزبان پستاندار تا ناقل پشه در گردش می باشد -2-1شکل 
 .)2002
 انواع لیشمانیوز -3-1 
 پوستی -توسط انگل ليشمانيا به سه شکل ليشمانيوز پوستی، ليشمانيوز مخاطی عفونت هاي ایجاد شده
)sisainamhsieL suoenatucocuM(
قابل   )sisainamhsieL larecsiV( و ليشمانيوز احشایی 
 ملاحظه هستند. 
  
  
 9
 
 لیشمانیوز پوستی   -1-3-1
بيماري عفونت هاي پوستی (متمركز و ليشمانيوز پوستی یکی از انواع رایج ليشمانيوز می باشد. در این 
منتشرشده) به صورت واكنش هاي آشکار پوستی به نظر می رسند. ليشمانيوز پوستی بيشتر به نام هاي 
متفاوت از انگل ليشمانيا وجود دارد كه می توانند   ٔ‌گونه 02زخم شرقی یا سالک مشهور است. حدود 
 .L , rojam.L ,  aciport .Lگونه هاي  نندهما باعث ایجاد ليشمانيوز پوستی در انسان گردند
ليشمانيوز پوستی براي بسياري از  .anacixeM .Lو  )ainnaiv .L( sisneilizarb .L، acipoihtea
ليشمانيوز . نقاط جهان آندميک می باشد. پراكندگی ليشمانيوز پوستی به موقعيت جغرافيایی وابسته است
موارد آن در كشورهاي ایران،  ٪09ندميک است و اكشور در سرتاسر جهان  07پوستی در بيشتر از 
ليشمانيوز افغانستان، الجزایر، برزیل، پاكستان، پرو، عربستان سعودي و سوریه اتفاق می افتد. در ایران 
اصفهان، شيراز، بوشهر، خوزستان، سيستان و  خراسان، هاي كرمان، هاي بومی استان پوستی از بيماري
عفونت معمولاً با یک زخم كوچک بدون درد در محل گزش پشه آغاز محسوب می شود. و ... بلوچستان
قرمز   ٔ‌می شود. دوره كمون آن از چند روز تا چندین ماه متفاوت است. ضایعه در ابتدا به شکل یک دانه
یک ندول تغيير یافته و علائم نکروز و زخم در آن آشکار می رنگ (پاپول) نمایان می شود كه سپس به 
گردد. با این حال خود به خود رو به التيام رفته و بهبود می یابد. به این نوع ليشمانيوز، ليشمانيوز پوستی 
گفته می شود. این بهبودي خود به )LCL( sisainamhsieL suoenatuC desilacoL  موضعی
حفاظت طولانی مدت بر عليه این بيماري می شود كه ممکن است محدود به خودي معمولاً سبب ایجاد 
خاص نباشد. رفع بيماري باعث باقی ماندن   ٔ‌ليشمانيا باشد یا اینکه مختص یک گونه  ٔ‌همان گونه
ضربه روحی  ممکن است می شود كه بسته به اندازه زخم و مکان آن )اثر زخم پوستی( جوشگاه هميشگی
 )4991 ,inajupohhcI(آسيب دیده وارد می شود. قابل توجهی به فرد 
كه به طور نادر ) LCD ( sisinamhsieL suoenatuC esuffiD در بيماري ليشمانيوز پوستی منتشر
اوليه در انسان به صورت زخم   ٔ‌در قسمت هایی از آمریکاي مركزي، اتيوپی و كنيا دیده می شود، ضایعه
ملتهب به خود   ٔ‌آتشفشان با حاشيه  ٔ‌انگل هستند و حالت دهانه در می آید. این برآمدگی ها انباشته از
. در  )4991 ,inajupohhcI ;1002 ,skcaS(می گيرند و ممکن است تمام بدن بيمار را بپوشانند
 ,cinaY(بسيار مشکل است و بيماران به خودي خود بهبود نمی یابند.  LCDدرمان  LCLمقایسه با 
  .)4002
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 ایمونولوژی پاتولوژی و -2-1-3-1
استقرار اوليه عفونت ليشمانيا و رشد بالينی بيماري به فاكتورهاي انگل، ميزبان، پشه خاكی، دوز و مسير 
به    )sisenegohtap(بيماریزایی تلقيح و حفظ ماكروفاژها در حالت غير فعال و بی اثر بستگی دارد.
 كه در آنو از طریق پاسخ هاي ایمنی ذاتی و اكتسابی ميزبان دنبال می شود عومل مختلفی بستگی دارد 
و سلول هاي )sCKN( slleC relliK larutaN  ماكروفاژها، نوتروفيل ها، سلول هاي كشنده طبيعی
باعث ظهور بيماري  ایجاد شده . پاسخ هاي التهابینقش دارند )sCD( slleC citirdneD  دندریتيک
به دنبال فعال شدن ماكروفاژها اتفاق می افتد. به طور عمده پاسخ  ایمونولوژیک بيماري می گردند. درمان
كمکی نوع اول باعث فعال شدن ماكروفاژها می شود و از ظهور مجدد عفونت هاي مزمن  Tسلول هاي 
 Tجلوگيري می كند. این پاسخ توسط سلول هاي دندریتيک ارائه دهنده آنتی ژن، پاسخ سلول هاي 
4DC
، اینترفرون گاما و فاكتور 21-و همچنين ترشح سایتوكاین هایی از جمله اینترلوكين +8DC T و +
، 01-، اینترلوكين4-می شود. سایتوكاین هایی همچون اینترلوكين القاء  )α-FNT( نکروز كننده تومور آلفا
كه باعث غير  كمکی نوع دوم می باشند Tاز مشخصه هاي پاسخ سلول هاي   β-FGT، و 31-اینترلوكين
جلوگيري می كننده فعال شدن ماكروفاژها می گردند و از توليد بيش از اندازه سایتوكاین هاي محافظ 
مانع تخریب وسيع بافتی می شود ولی عفونت داخل سلولی را افزایش می  2hTكنند. اگر چه پاسخ 
 .  )5002 ,.la te usaB ;5002 ,ttacS(دهد
عفونت هاي  روي ایمنی براي عفونت ليشمانيا به طور عمده از مطالعاتنتایج بدست آمده از پاسخ هاي 
 خصوصدر این یکی از مدل هاي موفق است.  حاصل شدهليشمانيایی در مدل هاي آزمایشگاهی متفاوت، 
به طور وسيعی مورد بررسی قرار گرفته است. این پاسخ ها به طور  كهمدل موشی ليشمانيا ماژور است 
 زیر می باشند. خلاصه شامل موارد
 ) پاسخ هاي ایمنی سلولار بر خلاف پاسخ هاي ایمنی هومورال باعث رفع بيماري می شوند. 1
و همچنين مسير عفونت  2hTو  1hT، در توسعه پاسخ هاي T گروه ) فعال شدن اوليه سلول هاي زیر2
 هاي بعدي داراي اهميت است.  
  متفاوت و نتيجه بيماري وجود دارد. T گروه) یک ارتباط قوي بين فعال شدن سلول هاي زیر 3
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 پوستی –لیشمانیوز مخاطی  -2-3-1 
پوستی  بيشتر از ليشمانيوز پوستی وحشت آور است، زیرا از نظر  –در بين مردم ليشمانيوز مخاطی 
با واكنشی پس از   پوستی –ظاهري توليد زخم هاي مخرب و بد شکل می كند. عفونت هاي مخاطی 
گزیدن پشه شروع می شوند و انگل ها می توانند از طریق متاستاز به داخل غشاي موكوزي بروند و وخيم 
شوند. این بيماري توسط ليشمانيا برازیلينسيس ایجاد می شود و داراي دو فرم می باشد. در ليشمانيوز 
، و با زخم شدن موكوز بينی و سوراخ موكوزي ملایم، بيماري با التهاب بينی و خفگی شروع می شود
شدن پره هاي بينی همراه است. در حاليکه در ليشمانيوز موكوزي شدید، لب ها، گونه ها، كام دهان، حلق 
یا حنجره درگير می شوند. ليشمانيوز موكوزي هرگز خود به خود بهبود نمی یابد و درمان آن بسيار مشکل 
 . )6891 ,nedsraM( برزیل و پرو رایج است چين، بوليوي،است. این بيماري بيشتر در كشور هاي 
 لیشمانیوز احشایی  -3-3-1 
ليشمانيوز احشایی كه كالا آزار هم ناميده می شود شدیدترین فرم ليشمانيوز می باشد. ليشمانيوز احشایی 
مهم انگلی در دنيا است. انگل در این بيماري به اندام هاي داخلی بدن   ٔ‌بعد از مالاریا دومين عامل كشنده
 از اینرو به آن احشایی می گویند. عفونت هاي شود،می مستقر از قبيل كبد، طحال و مغز استخوان 
اغلب به وسيله علائم تب، تورم كبد و طحال، كم خونی و از دست دادن وزن بدن شناسایی می  احشایی
شوند، و اگر بيمار بدون درمان رها شود در بيشتر این موارد عارضه منجر به مرگ می گردد. درپنج تا 
ر به درصد افراد تحت درمان به دليل كافی نبودن درمان، بيماري ممکن است به صورت نوعی مشهو01
نمایان گردد كه یک بيماري جلدي می  )LDKP( sisainamhsieL lamreD razA-alaK tsoP نام 
ليشمانيوز احشایی  بروز سبب isagahc .L  ٔ‌و گونه mutnafni .L و inavonod .L باشد. گونه هاي
، می شوند. این بيماري در مناطق گرمسيري جهان گسترش یافته است و بيشتر در كشورهاي بنگلادش
  . )6002 ,.la te manooP(برزیل، هند، نپال و سودان رایج است
 لیشمانیوز در مدل های موشی -4-1
 وضعيت ایمنی و نيز عفونت هاي ليشمانيایی در جانوران آزمایشگاهی به عوامل مختلفی از جمله  ٔ‌نتيجه
تلقيح ليشمانيا ماژور به موش  ویرولانس به كار رفته بستگی دارد.  ٔ‌جانور و سویه  ٔ‌انگل، گونه  ٔ‌گونه
تلف وضعيت متفاوتی را در موش هاي مخبر حسب ظهور و شدت ضایعه ليشمانيوزي  هاي نژاد خالص
 به سه گروه تقسيم بندي كرد: ایجاد می نماید كه بر این اساس می توان موش ها را
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می باشد كه نسبت به عفونت  H/ABCو  6/LB75Cاین گروه شامل موش هاي موش هاي مقاوم:  -1
ماه  یکليشمانيا ماژور مقاومند. در نتيجه در این سویه ها، زخم ليشمانيوز زخمی كوچک است كه پس از 
 سه الی پنج ماه بهبود می یابد. به حداكثر اندازه خود می رسد و بعد از
ه انگل ليشمانيا ماژور دارند، ابتلا ب در برابرسویه هایی كه استعداد فوق العاده زیاد موش هاي حساس:  -2
. در این سویه چند روز پس از تزریق نوع تاژک دار انگل، گره كوچکی در محل c/BLABۀ مانند سوی
تزریق به وجود می آید كه پس از دو الی سه هفته به زخم نسبتاً بزرگی تبدیل می شود و ضایعات عمومی 
باعث ایجاد عفونت لاعلاج در  rojam .Lن مثال . به عنواایجاد می كند كه به مرگ حيوان می انجامد
می شود كه در نهایت منجر به مرگ سریع جانور می گردد. شناخت دقيق عوامل  c/BLABموش هاي 
ایمنی مداخله گر در القاي پاسخ ایمنی مناسب و محافظت بخش، همچنين عوامل ممانعت كننده از كنترل 
 عفونت، باعث دستيابی به واكسن موثر و روش هاي درمانی مناسب می شود.
كه استعداد آنها در ابتلا به بيماري ليشمانيوز تقریباً در حد فاصل  سویه هایی موش هاي نيمه حساس: -3
 .eH/H3C ۀبين دو گروه اول و دوم است، مانند سوی
وجود نژاد هاي خالص مختلف موش كه نسبت به عفونت هاي ليشمانيایی حساس هستند، مدل بسيار 
  .)5002 ,semaG( مناسبی را براي مطالعه پاسخ هاي ایمنی فراهم می كند
 متغییرها در مدل عفونت لیشمانیا ماژور -1-4-1
مدل موشی متعارفی كه براي ليشمانيا ماژور به كار برده می شود شامل دوز بالاي انگل، معمولا ً
) می باشد. چندین پنجه پاو تزریق به مکان هاي زیر پوستی (به طور مثال  پروماستيگوت هاي فاز ایستا
 مانند گردیده است كه در تعدادي از موارد می توانند نتيجه حاصله را تغيير دهندمتغيير در این مدل مطرح 
تکاملی رشد انگل به كار برده شده (پروماستيگوت هاي متاسيکليک خالص شده در مقایسه با   ٔ‌مرحله
 ;0002 ,diakleB(جمعيت ناهمگنی از پروماستيگوت هاي فاز ایستا)، تزریق تعداد كم انگل
، استفاده از راههاي جایگزین در تلقيح (شامل مسيرهاي داخل وریدي، زیر پوستی، )0002 ,tnatsnoC
ناقل، همچنين زیر گونه هاي ليشمانيا ماژور ممکن   ٔ‌داخل دماغی) و فرم طبيعی عفونت با استفاده از پشه
  .  )7002 la te ,esagaN ;0002 ,hcirlemmiH(عفونت اثرات متفاوتی بگذارند  ٔ‌است بر نتيجه
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 ایمونولوژی حساسیت و مقاومت نسبت به لیشمانیا ماژور -5-1
امروزه استفاده از فنون جدید سلولی و ملکولی دیدگاه هاي وسيعی در ارتباط با مطالعات ژنتيک، 
ایمونولوژي، پارازیتولوژي، فيزیولوژي، پاتولوژي و همچنين روش هاي مختلف درمان و پيشگيري به 
حاصل آن شناسایی مراحل مختلف روند بيماریزایی و شيوه هاي كنترل بيماري می ارمغان آورده است كه 
 باشد.
نشان دادند كه ایمنی در برابر بيماریزایی بررسی هاي به عمل آمده بر روي موش هاي مقاوم و حساس 
كمکی تنظيم می گردد. عفونت ليشمانيا ماژور در موش یک مدل قوي  Tليشمانيا توسط لنفوسيت هاي 
با بهره گيري از این مدل، سرنوشت عفونت را به نوع  محققانبراي موشکافی فرآیندهاي ایمنی می باشد. 
  را به پاسخ هايكمکی ارتباط دادند. آنها اساس مقاومت در مقابل ليشمانيا ماژور  Tپاسخ هاي سلول هاي 
  )6002 ,sreteP ;2002 ,skcaS(مرتبط دانستند 2hT پاسخ هايبا  به آن را ساسيت و ح 1hT
به سلول  2hTیا  1hTسلولهاي  تبدیل قسمتی ازموجب  T evïaNحضور آنتی ژن در كنار سلول هاي 
، بر اساس سایتوكاین هایی +4DC Tمی شود. تقسيم بندي سلول هاي   )slleC yromeM( حافظه اي
 γ-NFIسایتوكاین  كننده كنند پایه ریزي شده است. اگر سلوهاي فوق به طور فعال ترشحكه سنتز می 
توليد نماید به آنها سلول هاي  4-و اینترلوكين 5-سایتوكاین هاي اینترلوكينو اگر   1hT به عنوان باشند
  قاطعمی توانند پاسخ هاي یکدیگر را تنظيم مت 2hT/1hTسایتوكاین هاي  .گفته می شود 2hTموثر 
)noitaluger-ssorC(
منجر به بيماریزایی  2hT/1hTكنند. گمان می شود كه عدم موازنه پاسخ هاي   
  )6991 ,demhA(.عفونت هاي مختلف، پاسخ هاي آلرژیک و بيماریهاي اتوایمن می شود
آنتی ژن از طریق سلول هاي  لازم است 2hTو  1hTبه دو گروه  +4DC Tبراي تمایز سلول هاي 
ارائه شود. پيشنهاد شده است كه ممکن است زیر مجموعه مشخصی  T +4DCدندریتيک به سلول هاي 
وجود داشته باشند كه هر كدام به ترتيب مسير هاي  2CDو  1CDاز سلول هاي دندریتيک به طور مثال 
 .)3-1شکل( كنندمی را هدایت  2hTو  1hTتمایزي 
ترشح می شود در شکل گيري فنوتيپ  evïaNمقدار نسبی نوع سایتوكاین هایی كه از سلول هاي  زمان و
موثر می باشد. با مطالعات انجام شده مشخص شده است كه سرم موش هاي مقاوم  2hT/1hTهاي 
و  4-است اما مقدار كمی اینترلوكين 2-داراي مقدار زیادي اینترفرون گاما و اینترلوكين 6/LB75C
 اینترفرون گاما c/BLABرا دارا می باشد، در حاليکه بر خلاف آن، در موش هاي حساس  01-رلوكيناینت
به مقدار زیادتر یافت می شود. بنابراین  01-و اینترلوكين 4-به مقدار كم، و اینترلوكين 2-و اینترلوكين
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در  c/BLABمسئول حساسيت موش هاي  Tتوسط تعدادي از سلول هاي كمکی  4-توليد اینترلوكين
 .)2002 ,skcaS(برابر عفونت ليشمانيا ماژور می باشد
 
 
  2hT/1hTمدل تکاملی سلول های  -3-1شکل 
: ابتدا پاتوژن، سلول هاي ارائه دهنده آنتی ژن را فعال می كند، كه باعث سنتز 1hT) تکامل سلول a
در  می گردد. 1hTتمایز نيافته به  Tباعث تبدیل سلول هاي  21-می شود. اینترلوكين 21-اینترلوكين
fo rotavitcA dna recudsnarT langiS )4 TATS( جریان این پروسه فاكتور هاي كپی برداري
 و اینترفرون گاما فعال می شوند. 21-به ترتيب از طریق اینترلوكين 1 TATSو  4 noitpircsnarT
-هاي دندریتيک ترشح كننده اینترلوكين : ناتوانی آنتی ژن براي فعال كردن سلول2hT) تکامل سلول b
می شود. در این حالت سلول  2hTتمایز نيافته به  T، منجر به راه افتادن مسير تمایزي سلول هاي 21
سنتز می شوند. در این مسير از  4-و اینترلوكين 01-فعال شده و اینترلوكين )2CD( 2دندرتيک نوع  هاي
فعال می   6 TATS فاكتور كپی برداريبه طور اختصاصی  4-طریق اتصال گيرنده با اینترلوكين
 .)2002 ,skcaS(شود
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ی باشد و پاتوژن هاي داخل سلولی م  ٔ‌سایتوكاین هاي مهم در ایجاد پاسخ ایمنی عليه اینترفرون گاما از
ایمنی را براي از بين بردن پاتوژن هاي خارج پاسخ هاي  01-و اینترلوكين 4-بر خلاف آن اینترلوكين
نظر از زیر گونه هاي  سلولی تنظيم می كنند. نتایج حاصله از تعدادي از گزارشات نشان می دهد كه صرف
با هم در حساسيت به  4-اینترلوكين  ٔ‌هآلفا گيرند  ٔ‌و مسير سيگنالی زنجيره 01-ليشمانيا ماژور، اینترلوكين
ميزان اندكی از  01-و اینترلوكين 4-ليشمانيا ماژور همکاري می كنند، و در غياب پاسخ قوي اینترلوكين
 اینترفرون گاما براي حفاظت كافی است.
 از aDK07هترودایمر  21-و اینترفرون گاما سنتز می كنند. اینترلوكين 21-، اینترلوكين1hTسلول هاي 
توسط تمامی سلول ها ساخته می شود در حاليکه  53Pمی باشد. زیرواحد  04Pو  53Pزیر واحدهاي 
 FNTفقط توسط سلول هاي ارائه كننده آنتی ژن سنتز می گردد. این سایتوكاین به همراه  04Pزیر واحد 
القاء كننده  21-باعث التهاب، فعال شدن ماكروفاژها و پاسخ ایمنی اكتسابی می شود. در حقيقت اینترلوكين
ماكروفاژها و سلول هاي دندریتيک می باشد. هدف  21-پاسخ ایمنی سلولار است. منبع اصلی اینترلوكين
عث سنتز اینترفرون گاما است و با Tسلول هاي كشنده طبيعی و سلول هاي  ، فعال كردناین سایتوكاین
 توسط این سلول ها می گردد.
عفونت، اینترفرون گاما ترشح شده از سلول هاي ایمنی ذاتی فاكتور تعيين كننده اي   ٔ‌در طی فاز اوليه
براي پاسخ موثر به پاتوژن به شمار می آید. به علاوه براي رشد پاسخ هاي ایمنی اختصاصی بعدي 
ن پاسخ هاي مختلفی را فعال می كند كه منجر به محدود شدن رشد انگل ضروري می باشد. این سایتوكای
 CKN، 1hTاست كه از سلول هاي  aDK33. اینترفرون گاما هومو دایمر )5002 ,rauoaL( می شود
 را كنترل می كند. 4-ترشح می شود. این سایتوكاین فعاليت بعضی از آنتی بادي ها و اینترلوكين
، این سایتوكاین قادر است 2hTتوسط سلول هاي  4-پس از سنتز اینترلوكين تحقيقات نشان می دهند كه
افزایش دهد و همچنين  Tتنظيمی را در مهار سنتز اینترفرون گاما از لنفوسيت هاي  Tتوانایی سلول هاي 
از فرآیند آپوپتوز در این سلول  4-تنظيمی گردد. اینترلوكين Tبر روي سلول هاي  52DCباعث القاء بيان 
در حساسيت به عفونت  +4DC +52DCتنظيمی  Tها جلوگيري می كند، ولی هنوز نقش سلول هاي 
 . )5002 ,netreaM(غير قابل حل باقی مانده است c/BLABليشمانيا ماژور به ویژه در موش 
، ماست سل ها، بازوفيل ها و ائوزینوفيل ها 2hTاست كه از لنفوسيت هاي  aDK02منومر  4-اینترلوكين
، پشت سر هم بيان می 4-اوليه اینترلوكين ANRmیک  c/BLABترشح می شود. در موش حساس 
مورد نياز براي حذف انگل می شود و در نهایت منجر به  1hTشود كه باعث از كار انداختن پاسخ هاي 
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نيز به عنوان یک  31-، سایتوكاین اینترلوكين4-كينبيماري كشنده ليشمانيا می گردد. علاوه بر اینترلو
فاكتور مهم براي حساسيت به ليشمانيا ماژور مطرح شده است. بر پایه این شواهد، مسير سيگنالی 
یک نقش قابل ملاحظه و  4-اینترلوكين  ٔ‌آلفا گيرنده  ٔ‌از طریق زنجيره 31-/اینترلوكين4-اینترلوكين
 .)7002 ,esagaN( اژور بازي می كندموثري را در حساسيت به ليشمانيا م
بنابراین انگل ها در شبکه اي از پاسخ هاي ایمنی درگير می شوند. مکانيسم هاي مختلفی در مکانها و 
گی آهنزمانهاي متفاوت ممکن است بر عليه عفونت به كار گرفته شوند و ایمنی تنها از طریق كنترل در هم
ید. این كنترل می تواند از طریق عملکرد ماهرانه اغلب انگل بين اجزاء مختلف سيستم ایمنی بدست می آ
ها بر روي سيستم ایمنی به منظور افزایش بقاء آنها، مهار شود. مشکل دیگر عفونت هاي انگلی ماهيت 
 .)0002 ,seivaD( پيچيده چرخه زندگی آنهاست
 آنهامهار فعالیت نقش ماکروفاژها و   -1-5-1
در داخل ماكروفاژ، انگل باید در برابر قدرت كشندگی ماكروفاژ كه بيشتر از راه توليد نيتریک اكسيد اعمال 
ملکول هاي غشایی و می گردد، مقاومت نماید. انگل در برابر این سيستم كشندگی قوي با استفاده از انواع 
 اره نمود. اش 36pgو  GPLخود مقاومت می كند كه از آن ميان می توان به  سطحی
 ماكروفاژها به دو دليل داراي نقش مركزي در عفونت هاي ليشمانيایی هستند.
) این سلول ها ميزبان انگل بوده و امکان تکثير انگل در بدن ميزبان مهره دار را فراهم می كنند. همچنين 1
گزارشات حاكی از  ماكروفاژها انگل را در بدن خود حمل نموده و به مناطق مختلف بدن منتقل می نمایند.
یا مرگ سلولی ماكروفاژها شده   )sisotpopA(خير در آپوپتوز ٔ‌آن است كه انگل باعث جلوگيري و یا تا
 .)2002 ,namdnaH(و با این عمل ميزبانی با طول عمر بيشتري براي خود فراهم می نماید
عنوان الگوئی از مکانيسم هاي ) ماكروفاژها نقش مركزي مکانيسم دفاعی در برابر انگل ليشمانيا را به 2
داخل سلولی بعهده دارند كه این فعاليت را با به كارگيري نيتریک اكسيد و سایر فرآورده هاي مهم كشنده 
انجام می دهند. آنزیم نيتریک اكسيد سنتاز القائی یک آنزیم سيتوزولی است كه فقط در ماكروفاژهاي فعال 
  .)6002 ,sreteP(فعال و سمی توليد می كندشده وجود دارد و رادیکال هاي نيتروژن 
سنتز اینترفرون گاما باعث بالا رفتن بيان آنزیم نيتریک اكسيد سنتاز القایی می شود و ماكروفاژها را قادر به 
-و اینترلوكين 31-، اینترلوكين4-شامل اینترلوكين 2hTكشتن عامل بيگانه می كند. سایتوكاین هاي سلول 
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آنزیم شده و منجر به از كار انداختن ماكروفاژ می شوند. آنزیم نيتریک اكسيد سنتاز مانع فعاليت این  01
 . )6002 ,sreteP( القایی همچنين فرآیند تبدیل آرژنين به سيترولين را كاتاليز می كند
در مکانيسم هاي ضد ليشمانيایی وابسته به اكسيژن  xohpآنزیم نيتریک اكسيد سنتاز القایی به همراه آنزیم 
در غشاء ماكروفاژ و غشاء فاگوزوم ها  xohpو مستقل از اكسيژن در ماكروفاژها شركت می كند. آنزیم 
می باشد و این پروسه انفجار  HPDANفعال است. كوفاكتور این آنزیم  2Oوجود دارد و نقش آن توليد 
قادر به توليد رادیکال هاي 2O2H تبدیل شده و باز خود  2O2H واند بهمی ت 2Oتنفسی ناميده می شود. 
 .)6002 ,sreteP ;2991 ,atnemiP(هيدروكسيل است 
 انگل لیشمانیا به میزبان مهره دار  تهاجم -6-1
در داخل ماكروفاژ، انگل باید در برابر قدرت كشندگی ماكروفاژ كه بيشتر از راه توليد نيتریک اكسيد اعمال 
گردد، مقاومت نماید. انگل در برابر این سيستم كشندگی قوي با استفاده از انواع فاكتورها ي بيماریزاي می 
كه از ملکول هاي  اشاره نمود 36pgو  GPL، GPP خود مقاومت می كند كه از آن ميان می توان به
يک پس از ورود اشکال متاسيکل انگل هستند. و یا آماستيگوت سطحی اشکال پروماستيگوت
 GPLپروماستيگوت به بدن ميزبان مهره دار و با تغييراتی كه در انگل به خصوص با تغيير در ساختار 
و افزایش  36pg، افزایش ميزان  )snacylgohpsohpoetorp( GPیا و )nagylgohpsohpopiL(
در ميزان آنزیم هاي هيدروليتيک ایجاد شده، انگل خود را براي هجوم به سلول هاي ميزبان آماده می 
یکی دیگر از ملکول هاي مهم پروماستيگوت هاي  )esaetorpollatem cniz( 36pgنماید. 
ود انگل به درون متاسيکليک است كه مقدار آن در این دوره افزایش می یابد. این ملکول باعث افزایش ور
كه در حمله پرو ماستيگوت ها و آماستيگوت كمک  )naclgohpsohpopiL( GPL ماكروفاژ می شود.
اكسيداز در  HPDAN كاهش فعاليت و  C esaniK nitorPفعاليتباعث بالا بردن نيز  می كتد
انگل به ماكروفاژها شامل   ٔ‌حملهماكروفاژها می گيرد و بلوغ فاگوزوم در آنها را به تاخير می اندازد. 
 چندین مرحله می باشد:
  موجود در سطح آن ) اتصال به ماكروفاژها توسط گيرنده هاي مختلف1
 فاگوزوم ها) بلعيده شدن توسط ماكروفاژ و ورود انگل به داخل 2
 ) ادغام فاگوزوم با واكوئل هاي ليزوزوم3
 تاژک آماستيگوتبه اشکال كوچک، گرد و فاقد پروماستيگوت ها ) تبدیل 4
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 و پاره كردن آن ) تکثير آماستيگوت در داخل ماكروفاژ5
 ,anitsuogA ;0002 ,gnitaR() آزاد شدن آماستيگوت ها از ماكروفاژ و حمله به ماكروفاژهاي دیگر6
 .)8002
وجود گيرنده هاي متفاوت باعث ورود آسان انگل بدرون سلول هاي مختلف به خصوص سلول هاي 
پيدرميس پوست می گردد. به نظر می رسد این سلول ها بدليل عدم توانایی در توليد آنزیم لانگرهانس و ا
نيتریک اكسيد سنتاز القایی محيط امنی براي انگل فراهم می آورند. انگل با قرار گرفتن درون این سلول ها 
جالب اینست كه   ٔ‌می تواند از پوست به نواحی دیگر بدن از جمله غده لنفاوي مجاور انتقال یابد. نکته
انگل نمی تواند در سلول هاي لانگرهانس تکثير شود، در عين حال داخل آنها به سرعت از ميان نمی رود. 
همچنين گزارش ها نشان می دهد كه مونوسيت هاي خون و ماكروفاژهاي نابالغ نيز براي انگل محيط 
 6/LB75Cوش هاي مقاوم در مقایسه با م  c/BLABامنی به حساب می آیند. در موش هاي حساس
 . )9991 ,rednaxelA(تعداد بيشتري از ماكروفاژهاي نابالغ در محل زخم پوستی دیده شده اند
 آنمی مرتبط با عفونت حاصل از لیشمانیا -7-1
ساعت بعد از  1. حدود قدار و مهم در بدن انسان و دیگر مهره داران استیکی از عناصر كم م آهن
عفونت انسان و دیگر مهره داران ، تجمع این یون در مایع خارج سلولی و پلاسما به ميزان زیادي كاهش 
 را آهناریتروسيت ها، رهاسازي  آهن. ماكروفاژهاي دخيل در احياء نمودن )aimerrefopyh(می یابد 
نوتروفيل هاي تجمع یافته در بافت هاي عفونی  خارج سلولی را كاهش می دهند. آهنكم كرده و تجمع 
و بدین ترتيب ميزان آهن در خون و  شدهمتصل  آهنپروتئين هایی را ترشح ميکنند كه به انواع فرم هاي 
 . )8002 ,ssieW(سلول ها را كنترل ميکنند 
 آهنهاي حاوي را از پروتئين  آهنتعدادي از ميکروب ها قادر به واكنش هاي متقابلی هستند كه بتوانند 
 .)9002 ,znaG(مثل هموگلوبين، فریتين و ترانسفرین بگيرند 
در طول فاگوسيتوز ماكروفاژها دچار انفجار اكسيداتيو می شوند و واسطه هاي فعال اكسيژنی بسيار سمی 
 repuS emyzneolatem( DOS. آنزیم )4002 gnaF(توليد می كنند )-2O(مثل آنيون پراكسيد 
دارد و آن را به  -2Oتوليد شده توسط ليشمانيا نقش مهمی در سم زدایی  )esatomseD edixO
.  )8002 ,uahC(به عنوان یک كوفاكتور نياز دارد  آهنتبدیل می كند. این آنزیم به  O2Hو یا  2O2H
) یافته اند كه مسئول 33(كروموزوم  2TIL) و 82(روي كروموزوم  1TILژن  2  rojam.Lدر ژنوم 
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 eF،  esatcoder cirreFمی باشد. انگل ليشمانيا با داشتن  2TILو  1TILتوليد پروتئين انتقال دهنده 
 را جذب می كند. آهنمی باشد،  TILخود كه همان  2+eFتبدیل كرده و سپس با گيرنده  2+eFرا به  3+
 
در ماکروفاژهای حاوی لیشمانیا. همانطور که در شکل  1TILو  1pmarNتوسط  آهنرد و بدل کردن  -4-1شکل
به بیرون از   2+eFد از پیوستن به فاگولوزم در پمپ کردن بعموجود روی غشاء لیزوزوم 1pmarN می شود،  دیده
به درون 2+eF  موجود در غشاء پلاسمایی انگل پروماستیگوت در جذب 1TILفاگوزوم نقش دارد در حالی که 
  سلول نقش دارد.  
تا حدي جلوي انفجار اكسيداتيو  C esaniK nietorPاز طرفی ليشمانيا با بالا بردن فعاليت بيش از حد 
    )4991 ,erooM(را می گيرد (چون این پروتئين كيناز، واسطه هاي فعال اكسيژن را نابود می كند) 
با ترانسفرین مقابله  )erohporediS( آهنسيار بالا به بسياري از پاتوژن ها با ترشح ملکولهایی با كشش ب
را به سمت خود جذب می كنند. ماكروفاژها هم براي مقابله با این  آهنمتصل به  erohporediSكرده و 
باكتري  erohporediSترشح كرده كه به  2nilacopiLمشکل، یک پروتئين ضد ميکروبی با نام 
 . )4002 ,.la te olF( چسبيده و آن را تقدیم رسپتور هاي سلول یوكاریوتی می نماید
را در از بين بردن پاتوژن هاي داخل سلولی كاهش  آنهاافزایش بيش از حد آهن در ماكروفاژها نيز توانایی 
 ONآهن است.  در زمان حضور )ON(می دهد كه قسمتی از این امر ناشی از كاهش ایجاد نيتریک اسيد
ملکول تحریک كننده ماكروفاژ در زمان جنگ با پاتوژنهاي عفونت زاست. آهن در حقيقت جلوي 
 . )5002 ,ssieW(سنتتاز را می گيرد ONرونویسی 
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  آهنو نقش آنها در تنظیم  اهمیت سنجش سایتوکاین ها -8-1
سایتوكاین ها پروتئين هاي سيگنال دهنده داخل سلولی هستند كه از انواع مختلف سلول ها و بافت ها 
آزاد می شوند. نقش سایتوكاین ها در تنظيم رشد و تکثير سلولی به عنوان تنظيم پاسخ ميزبان به عفونت، 
د بوده و در فعاليت هاي جراحت و التهاب می باشد. تعداد زیادي از سایتوكاین ها داراي نقش هاي متعد
مشابه به اشتراک عمل می پردازند. علاوه بر این بسياري از سایتوكاین ها در سنتز برخی دیگر از 
 سایتوكاین ها موثر می باشند. 
تعدادي از سایتوكاین هاي التهابی نيز در تنظيم آهن خون دخالت دارند و در طی التهاب مزمن منجر به 
(عدم اریتروپویزیز و افزایش  α-FNTایجاد آنمی در بدن می شوند. از مهم ترینشان می توان به 
رمز، كاهش بيان (جلوگيري از تکثير و تمایز گلبول ق γ-NFIاریتروفاگوسيتوزیس و بالابردن فریتين)، 
(كاهش بيان  6-LI) ، RfT(افزایش سنتز فریتين و  4-LIو  01-LIفروپورتين و كاهش فریتين) 
(افزایش هپسيدین و كاهش فروپورتين) و  β-FGTو  splو 1-LIفروپورتين، افزایش سنتز فریتين) ، 
 OPEخونی اریتروپوئتين  نقش دارد. در طول این كم RfTاریتروپویتين نيز در افزایش بيان فروپورتين و 
(همومونی كه از كليه توليد شده و در محرک سنتز گلبول هاي قرمز است) نيز افزایش یافته كه منجر به 
 nitseahpeHو  RfTروي ماكروفاژها و خروج آهن از آنها و به جاي آن افزایش   npFبالا رفتن بيان 
برخلاف هپسيدین عمل می  OPE روي اریتروبلاست و افزایش آهن آنها می شود. در حقيقت
 .)6002 ,zonuM(كند
 α-FNTو  6-LIو  1-LIسایتوكاین هایی مثل   SPLو TA -1αپروتئين هاي فاز التهابی مثل هپسيدین و 
رادیکال هاي توليد شده به دنبال بالا رفتن اینها در خون، منجر به كاهش طول اریتروسيت ها و فاگوسيتوز 
خون نقش دارد. همچنين ماكروفاژهاي تحریک شده در این حين با  آهنآنها، افزایش فریتين و كاهش 
می شوند. با  1-pmarNباعث كم كردن رسپتور ترانسفرین و بالا بردن فریتين و  γ-NFIو  ONتوليد 
سيتوزول بالا می  آهندرون فاگوليزوزوم كاهش یافته و افزایش فریتين  آهن 1-pmarN بالارفتن 
 . )7002 ,ihtapirT ;6002 ,zonuM(برد
بررسی و سنجش سایتوكاین ها در مایعات بيولوژیکی و مایع كشت سلولی داراي اهميت بالایی می باشد. 
emit-laeRروش هاي بيــواسی، الایــزا، رنگ آميزي درون سلولــــی با دستگاه فلـــوسایتومتــري و 
 همگی در سنجش سيتوكاین ها به كار می روند.  RCP
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 آهندهنده  پروتئين هاي انتقال -9-1
می  آهننقش داشته و مانع از دسترسی ميکروبهاي مهاجم به  آهنپروتئين هاي انتقالی متعددي در تنظيم 
 شود.
 nirrefotcaLلاکتوفرین  -1-9-1
متصل شده ولی در  آهنملکول  2است كه همانند ترانسفرین به  08 Dkلاكتوفرین یک گليکو پروتئين 
را رها نمی سازد. به فراوانی در نوتروفيل ها، ترشحات موكوسی، خود  آهنشرایط هيپوكسی و اسيدي 
به فراوانی در سطح سلول  )9002 nessneJ ;5002,rekraB( شير، غدد بزاقی و سرم دیده می شود 
ها دیده می شود (با تحریک لنفوسيت ها ميزانشان بالا می رود). لاكتوفرین  KNو  T، Bهاي لنفوسيت  
آزاد در بافت ها آن را از دسترسی به پاتوزن ها دور  آهند چون با جمع آوري خاصيت ضد ميکروبی دار
 . )9002 ,znaG(نگه می دارد
 پروتئین ماکروفاژی وابسته به مقاومت طبیعی -2-9-1
 )1-nietorp egahporcam detaicossa-ecnatsiser larutaN( )1a11clS( 1pmarN 
 )1-retropsnart latem eD( 1-TMDیا همان 
است كه در ماكروفاژها و فاگوليزوزوم هاي نوتروفيل دیده مشود و یک  09-001 aDkپروتئين غشایی 
در فاگوليزوزوم شده  oC 2+و 2+nM ، 2+ eFظرفيتی است. این پروتئين باعث كاهش  2 آهنانتقال دهنده 
. این پروتئين بسيار تحت تاثير مواجه می شوند آهنكمبود  با و بدین ترتيب ميکروب هاي فاگوزومی
 .)7002 ,ehcstirF(می باشد  γ-NFI
  nirrefsnarTترانسفرین -3-9-1
 3+eF-fT(فریک) موجود در خون است. كمپلکس  eF 3+جایگاه اتصال براي 2یک گليکوپروتئين با 
(هولوترانسفرین) پس از اتصال به رسپتور سطح سلول به داخل اندوزوم رفته و در شرایط اسيدي درون 
در حضور اكسيژن قادر  2+eFتبدیل می شود چون  2+eFبه  3+eF خود را رها می سازد. سپس  آهنآن، 
. از )9002 ,znaG(به توليد رادیکال هاي هيدروكسيل آزاد است كه براي سلول بسيار سمی می باشد
 )notneFنوعی كاتاليزور در توليد رادیکال هاي اكسيژن و هيدروكسيل (در طول واكنش  آهنآنجایی كه 
می باشد، بنابراین بسيار براي سلول ها  →2+eF + 2O2H 0HO +-HO +3+eF كه عبارت است از
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 و پراكسيد شدن ليپيد ها می گردد. ANDسمی بوده و منجر به دناتوره كردن پروتئين ها، شکستن 
 .)4002 ,elbiahcS(
 )1RfT( 1-rotpecer nirrefsnarTرسپتور ترانسفرین  -4-9-1
متصل به ترانسفرین درون  آهناین رسپتور كه بر روي غشاء انتروسيت و ماكروفاژ یافت می شود، به 
ئل اسيدي آزاد ورا به واك آهن eF-FT -1RfT، كمپلکس آهن پلاسما متصل می شود. بعد از اندوسيتوز
 به درون پلاسما آزاد می شود fTمی كند و سپس 
 آهنبه  هاو دسترسی ماكروفاژ  می یابدروي ماكروفاژ ها كاهش  1RfTميزان بيان  γ-NFIبا افزایش 
 )1991 ,dryB( یابد كاهش می
      )EFH( nietorp sisotamorhcomeHپروتئین هماکروماتوزیز -5-9-1
بوده و در سطح تمام سلول هاي بدن یافت می شود. این ملکول  I SSALC CHMاین پروتئين از نوع 
در نتيجه در ميزان جذب  كاهش می دهد آهنميل تركيبی آن را با ترانسفرین متصل به  RfTبا اتصال به 
و... می شود. از مونوسيت، ماكروفاژ  آهنهمچنين مانع از خروج  اثر دارد. RfTآهن توسط مداخله در 
يزان همچنين منجر به بالا بردن م EFHبدن می شود.  آهنمنجر به بالا رفتن  EFHموتاسيون در 
، تيپ nilevugomeHمربوط به كمبود در هپسيدین و یا هماكروماتوزیز  II.  تيپ شود هپسيدین می
 .)5002 ,ssieW( را نشان ميدهد npFكمبود  VIو تيپ  RfTكمبود  III
 nidicpeHهپسيدین  -6-9-1
آمينه است. توسط مونوسيت ها و ماكروفاژهاي كبد توليد شده و نقش سيدا 52هپسيدین یک پروتئين 
این پروتئين را كد می كند.  91روي كروموزوم  PMAHدارد. در انسان ژن  آهنمهمی در هموستاز 
هپاتوسيت و اریتروسيت ها اثر  از ماكروفاژها، آهنهپسيدین در تقابل با فروپورتين روي ميزان آزادسازي 
-LIمی گذارد. هپسيدین یک پروتئين فاز حاد بوده، خاصيت آنتی ميکروبی داشته ودر حين التهاب توسط 
اینکار را با  6-LIخون تحریک می شود. آهن، ليپوپلی ساكارید از باكتري هاي گرم منفی و یا با افزایش 6
 آهندهد.  نبود هپسيدین در موش منجر به بالا رفتن  انجام می 3TATSافزایش فاكتور نسخه برداري 
و افزایش آن منجر به كم خونی می گردد كه به آن كم خونی ناشی از  )sisotamorhcomeah(خون 
 ,znaG(گویند  )esaesid cinorhc fo aimena(التهاب یا همان كم خونی ناشی از بيماري مزمن 
 )5002
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 IA04CLS و یا  1PTM ,3A IICLS،  IgerI،  )npF( nitroporreFفروپورتین -7-9-1
روسيت هاي روده، سلول هاي نتكه به ميزان زیادي در غشاء ا می باشد 07 aDkیک پروتئين غشایی 
كوپفر و ماكروفاژهاي طحال یافت می شود. در روده این پروتئين روي غشاء بازولترال قرار داشته و 
 است. )lacipA( برس مانند انتروسيت ها روي غشاء 1-TMD
روي  oirer oinaDو در ماهی  1 كروموزوم ، در موش روي2مکان این ژن در انسان روي كروموزوم 
اسيد آمينه داشته و بعد از ساخته شدن در  265در گورخر ماهی  npFپروتئين  است. 9كروموزوم 
ی شود. این زنجيره سيتوپلاسم، وارد شبکه اندوپلاسميک شده و تعدادي اليگوساكارید به آن افزوده م
قندي سپس توسط گليکوزیدازها و گليکوترنسفرازهاي درون شبکه آندوپلاسمی و گلژي مجددا تغييرات 
گليکوزیلاسيون می باشند  Oو  Nاز اصلی ترین انواع گليکوزیلاسيون در سلول ها  نهایی را می یابد.
 ژینی اضافه می شود كه داراي توالیاسيد آمينه آسپار Nگليکوزیلاسيون، قند به  Nبطوري كه  در نوع 
 Oميتواند هر اسيد آمينه اي را شامل شود بجز پرولين.  Xجا نباشد. در ای rhT/reSXnsA
می باشد.  )rhT(ترئونين و یا  )reS(گليکوزیلاسيون اضافه شدن قند به اكسيژن اسيد آمينه هاي سرین 
-N( مين آاستيل گلوكوز-Nز، گالاكتوز، این قندها می توانند از انواع مختلفی مثل گلوكز، مانو
ه عمطالباشد.  )enimasotcalaglyteca-N(استيل گالاكتوزامين  -Nو یا  )enimasoculglyteca
گليکوزیلاسيون در این پروتئين را - O87گليکوزیلاسيون و  -N 4وجود  npFتوالی اسيد امينه پروتئين 
 نشان می دهد.
. این ارتباط )4002 htemeN ;5002 znaG(ميزان فروپورتين بسيار تحت تاثير هپسيدین می باشد   
 زیر توضيح داده شده است.  در شکل
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توسط   3+eF A( .ارتباط هپسیدین و فروپورتین در سلول های انتروسیت، هپاتوسیت و ماکروفاژها -5-1شکل 
وارد سلول انتروسیت  1-TMDسپس از طریق  تبدیل گشته و 2+eFبه   )B emorhcotyc lanedouD( B tycD
به و خارج گردیده از داخل سلول   )1gerI( nitroporreFاز طریق پروتئین فروپورتین  آهنمیگردد. این 
ذخیره شده در فریتین ماکروفاژها  آهنمتصل می گردد. فروپورتین همچنین قادر به خارج کردن در پلاسما ترانسفرین 
 درون سلول فروپورتین به هپسیدین به فروپورتین در سطح سلول متصل شده و منجر به دخول B(ت است. و هپاتوسی
از انتروسیت، هپاتوسیت و  آهن. در نهایت خروج روی می دهدشدن هر دو درون لیزوزوم  تجزیه میگردد. سپس
  سرم کاهش می یابد. آهنماکروفاژ بلوکه شده و میزان 
 در انتروسیت ها، اریتروبلاست ها، هپاتوسیت ها و ماکروفاژها آهننحوه انتقال  -01-1
توسط انتروسيت ها در پستانداران:  آهنمسيرهاي اصلی جذب  -در انتروسيت ها آهنانتقال  -1-01-1
. جذب توسط یافت می شود )%09 یونی،غير هم ( و )%01آهن موجود در رژیم غذایی به دو فرم هم (
یا   btycD)b emorhcotyc lanedoudتوسط ( 3+eF كه در ابتدا انتروسيت به این صورت است
به داخل سلول  )1-pmarN( 1-TMDتبدیل شده و سپس توسط  2+eFبه  esatcuderirreFهمان 
را  oCو  uC ,nZظرفيتی مثل  2، دیگر یون هاي آهنانتروسيت وارد می شود. این پروتئين علاوه بر 
 nietorP emeH )1-PCH(یق پروتئين انتقال دهنده هم متصل به هم از طر آهنوارد می كند. 
تبدیل می شود و  2+eFبه  esanegyxo emeHمی شود و سریعا توسط  انتروسيت وارد reirraC
 آهناز اریتروسيت خارج شده و به پلاسما وارد می شود. اگر  retropxe emeHسپس خود هم توسط 
توسط فریتين جذب می گردد وگرنه توسط فروپورتين از غشاء بازال  ،بخواهد در داخل سلول باقی بماند
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 ,zemóG zoñuM( تبدیل می گردد 3+eFبه  nitseahpeHخارج گردیده و سپس توسط پروتئين 
 . )9991 ,swerdnA ;5002
 
 در انتروسیت ها آهننحوه انتقال  -6-1شکل
 در اریتروبلاست ها  آهنانتقال  -2-01-1
متصل  )fT(براي چرخش در بدن به ترانسفرین  آهنتوسط اریتروبلاست.  آهنمسير هاي اصلی انتقال 
توسط گلبول قرمز، سلول هاي ایمنی و كبد با اندوسيتوز جذب می شود.  آهنمتصل به  fTمی شود سپس
 )emosorediS(وارد اندوزوم  RfTبه همراه  eF +fT ،هم مشخص است 8-1 همانطور كه در شکل
توسط  3+eF ازهم جدا شده سپس eFو fT وRfT . در آنجا  )8002 ,nothcirC(می شود
به سيتوپلاسم  )1-TMD( 1pmarNتبدیل شده و در نهایت توسط  2+eFبه  esatcuderirreF
وارد  )nirrefotiM(وفرین تباید توسط مي آهنرد می شود. براي ساخته شدن هم، ااریتروبلاست و
از  retropxe emeh lairdnohcotiMخته شده در نهایت توسط پروتئينميتوكندري شود. هم سا
از  )rotpecer C suriv aimekuel enileF( RCVLFميتوكندري خارج شده و در نهایت توسط 
 .  )7991 ,ssieW( اریتروبلاست خارج می گردد
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 نحوه انتقال اهن در اریتروبلاست -7-1 شکل
 در ماکروفاژها آهنانتقال  -3-01-1
وارد شده به  )CBR(توسط ماكروفاژها. در ابتدا هم گلبول قرمز  آهنمسيرهاي اصلی ذخيره و خروج 
متابوليزه شده و  )esanegyxo emeH(ماكروفاژ، در داخل وزیکول فاگوسيتوزي توسط هم اكسيژناز 
رون د در آهناین زمان یا  شود. در وارد سيتوپلاسم می 1-TMDتوسط  آهنآن آزاد می شود.  آهن
پس سخارج می گردد و   npFذخيره می شود و یا توسط  niredisomeHفریتين و ليزوزوم هاي 
با كاهش دادن  )OPE(.اریتروپویتين )8002 ,gnoK( تبدیل می گردد 3+eFبه  nitseahpeHتوسط 
درون  rehto. )9-1(شکل  توسط ماكروفاژ می شود آهنو افزایش فروپورتين مانع از جذب  1-TMD
متصل به باكتریها، لاكتوفرین و ... را نيز ذخيره كند.  آهنشکل نشانگر این است ماكروفاژ ميتواند همچنين 
  )8002 ,gnoK(
 اکروفاژهام نحوه انتقال آهن در -8-1شکل 
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 در هپاتوسیت ها آهنانتقال  -4-01-1
 وارد شده به هپاتوسيت از طرق آهناز هپاتوسيت هاي كبد.  آهنمسير هاي اصلی ذخيره و خروج 
و یا دیگر موارد مثل هموگلوبين، هم و فریتين درون  )9002 ,nocsaloI( 1-TMD ,1RfT,2RfT
فریتين، هموگلوبين و  آهنو یا فریتين ذخيره می گردد. كبد همچنين می تواند   niredisomeH
توسط سرولوپلاسمين خارج شده توسط فروپورتين نيز سپس  آهنهپتوگلوبين را ذخيره كند. 
 .)5002 ,zemóG zoñuM(اكسيده شده و به ترانسفرین متصل می گردد nimsalpolureC
 
 هپاتوسیت ها نحوه انتقال آهن در -9-1شکل 
  )hsif arbeZ(گورخر ماهی -11 -1
 در oirer oinaDماهی با نام علمی گورخر 
 atadrohCشاخه طناب داران  
 atarbetreVزیر شاخه مهره داران  
 seyhthcietsOرده ماهيان استخوانی 
  iigyretponitcAزیر رده خار بالگان
  semrofinirpyCراسته كپور ماهيان 
 eadinirpyCخانواده  
 گورخر ماهی -01-1شکل 
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به این نام خوانده شد. این ماهی  nanahcnuB -notlimaHتوسط  2881قرار دارد. اولين بار در سال  
خوانده  oirer oinad yhcarBو یا  oinad arbeZ ,oirer sunirpyCبه نام هاي دیگري همچون 
در شرق هند، پاكستان، مالزي، بنگلادش و نپال   gnaGمی شود. منشاء این ماهی آب شيرین از رودخانه 
  است.
طرف بدن ماهی ردیف هاي افقی از خطوط آبی رنگ دارد كه تا انتهاي  2این ماهی بدنی مخروطی داشته، 
دارند.  4 mcباله دمی كشيده شده است. دهان آن به سمت بالا بوده، همه چيز خوار و اندازه اي حدود 
نوزاد در هر  001-002سال است. . این ماهی كوچک بوده و قادر به توليد  2-3طول مدت زندگی حدود 
 ,nedyaM(می شوند  تبدیل به لاروروز  2هفته است. رشد این ماهی سریع است و تخم ها بعد از 
ماهی از حشرات سطح آب تامين گورخر . با توجه به خصوصيات بدن و دهان ماهی، غذاي اصلی )7002
,ialreG(مخفی می شود.  می شود. این ماهی روز رو بوده و در مواقع خطر در مناطق تاریک و بدون نور
 )9002
جدیدا به عنوان یک مدل ژنتيکی مهم براي شناخت رشد و تکامل مهره داران  oirer oinaDماهی  
را از مکانيسم هاي تکاملی به ما می دهند ولی مثلا اطلاعات بالایی  شناخته شده است. اگرچه بی مهرگان 
  )evitpada(دودمان سلول خونی یکسانی با مهره داران ندارد و فاقد ایمنی اكتسابی alihpodorD
در ضمن این ماهی یک مهره دار بوده و بنابراین به علت شباهت زیاد آن با پستانداران اگر تغيير  است.
، از دشوبه علت رویارویی به مواد سمی و یا بيماري مشاهده   گورخر ماهیعملکرد برخی از ژن ها در 
این اطلاعات می توان براي پيدا كردن همان ژن مشابه در انسان نيز استفاده كرد. مثلا كلون كردن ژن 
 )npF( آهنجهش یافته منجر به شناسایی پروتئين انتقال دهنده گورخر ماهی  در مسئول ایجاد كم خونی
 oinaDماهی  npFآمينه) در  (تغيير در اسيد ecnessiMموتاسيون از نوع  .در غشاء بازولترال روده شد
باعث ایجاد آنمی می شود. در انسانها نيز این جهش باعث بيماري  4و  3بين دو دومين بين غشایی  oirer
 آهنمی گردد بطوري كه  )esaesid nitroporreF( sisotamorhcomeaH VIاتوزومی معروف به 
دكستران به ماهيان سالم و جهش یافته دیده  آهندادن با خون كاهش می یابد.  آهنداخل سلول بالارفته و 
را در اپيتليوم روده خود نشان دادند كه نشانگر بلوكه شدن  آهنشد كه فقط ماهيان جهش یافته تجمع 
   .)5002 ,leknearF(در آنها بود  آهنپروتئين خارج كننده 
و گلبول قرمز  KN، T و Bهمانند پستانداران، پرندگان و خزندگان داراي دو نوع سلول  گورخر ماهی
 )2991 ,onO(باشد می II CHMو  I CHMآنتی ژن سازگاري نسجی  است. همچنين داراي دو گروه
. ظواهر آناتوميکی و مورفولوژیکی خون سازي در این ماهی قابل مقایسه با پستانداران است چون ژن 
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,ekhcseiL dna draW( هاي مسئول بيان سلول هاي خونی در موجودات بسيار حفاظت شده اند 
 )2002
صدها منطقه ژنومی كه براي رشد اوليه مهره داران لازم گورخر ماهی جدیدا با مطالعات ژنتيکی روي 
خصوصا اینکه تعدادي از جهش ها در ژن هایی  .)2002 ,.la te gnilloG( است، شناسایی شده است
ایجاد می شوند كه بسياربين ماهی و انسان حفاظت شده می باشند بطوري كه فنوتيپ جهش یافته در 
 . 0002 ,noZ dna yelooD( نشانگر همان شرایط بيماري در انسان است ( گورخر ماهی
(نوعی  suponeXماهی در تخمک  رخرگو با بيان ژن فروپورتين 2002و همکاران در سال   navonoD
این پروتئين در طول تکامل بين ماهيان و  توسط این پروتئين را ثابت كرد. آهنقورباغه آفریقایی)، خروج 
تعدادي از  ANDcبررسی سکانس  )0002 ,.la te eiKcM(. پستانداران حفاظت شده باقی مانده است
دیگري با نام  آهننشانگر وجود پروتئين غشائی انتقال دهنده  گورخر ماهیماهيان استخوانی از جمله 
 )2002 ,.la te navonoD(.می باشد  PMARN
بسياري از ژن هاي این گونه در طول تکامل حفاظت شده اند و همولوگ آنها در پستانداران وجود دارد. 
ه است، توانایی توليد از خصوصيات ویزه این ماهی كه ان را در مطالعات ژنتيکی و پزشکی معروف كرد
تعداد بالایی از ماهيان موتانت با استفاده از مواد شيميایی جهش زا است. بيشترین توجه روي این ماهيان 
جهش یافته مربوط به تکامل سيستم عصبی لارو است. چون لارو شفاف بوده و خصوصيات اناتوميکی آن 
 .)8002 ,selihC( قابل تشخيص است
كه در آن از اليگونوكلئوتيدها براي جلوگيري از بيان ژن اختصاصی استفاده  citeneg esreveRتکنيک 
 .  )5002 ,uanegnaL(می گردد در این ماهيان قابل اجراست 
و  succocotpertS )2002 ,yleeN(ایی مثل ي هسير عفونت باكتر بررسی همچنين مدل مناسبی براي
گورخر چندین مدل سير بيماري ویروسی در  است. به كار رفته  )2002 ,sivaD( muiretcabocyM
و  )7991 ,ertiameL( alihposorDاطلاعات ارزنده تري را نسبت به دیگر موجودات همانند ماهی 
در اختيار محققين قرار می دهد چون سيستم ایمنی پيشرفته تري  )0002 ,elegaH(muiletsoytcyD
 نسبت به آنها دارد.
,la te hcivolraK( notgnitnuHاز این ماهی می توان به عنوان مدلی براي بيماري هاي انسانی مثل 
به منظور  استفاده كرد. )3002 ,noZ dna nretS ;2002 ,.la te adurtamA(و یا سرطان  )8991
یچ با به تدر چرا كه )4991 ,.la te kiantaP( ین ماهی استفاده می شودا بررسی كهولت سن نيز از
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افزایش سن دچار پيري و فرسودگی می شود. از تغييرات مورفولوژیکی این ماهی در حين كهولت می 
. همچنين )2002 ,.la te drahreG(توان به خميدگی ستون فقرات و دگرده شدن ماهيچه ها اشاره كرد 
 يد شده بالا می رودگالاكتوسيداز كاهش یافته و ميزان پروتئين هاي اكس -βدر اثر پيري فعاليت انزیم 
 .)3002 ,.la te ihsiK(
 .)0002 ,ialreG(تحقيقاتی نيز از اثرات الکل بر رفتار ماهی انجام گرفته است 
 کاربرد نانوتکنولوژی در درمان -21-1
سيستم هاي تحویل دارو  با داشتن اندازه اي مناسب حدود چند ده و یا چند صد نانومتر قادر به دخول  
مناسب براي درمان می باشند. سيستم تحویل  مورديبه درون سلول و رساندن ژن یا دارو به سلول بوده و 
كوچک قادر به عبور از  به علت حجم بسيار -1دارو با نانوذرات داراي مزایاي زیادي می باشد كه شامل 
هاي خونی بوده و چون به سرعت توسط فاگوسيت ها برداشته نمی شوند، ماندگاریشان در جریان  رگ
آنها قادر به نفوذ درون سلول ها و منافذ بافت ها و رسيدن به ارگان هاي هدف  -2خون بسيار بالاست. 
ه به تجزیه قادر به كنترل زمان آزاد سازي دارو بوده ك -3مثل كبد، طحال، طناب عصبی و لنف اند. 
، حساسيت آن ماده به دما و یون ها بستگی دارد. در حال حاضر نانوذرات ها به ميزان زیاد Hpپذیري، 
 .)7002 ,mullI(براي انتقال دارو، پلی پپتيد، پروتئين، واكسن، اسيد نوكلئيک، ژن ها و ... كاربرد دارند
ست كه علتش توانایی بالاي درمانی آن در دهه اخير تحقيقات روي ژن تراپی به سرعت در حال گسترش ا
در بسياري از بيماري هاي ژنتيکی،  صدمه خوردن به ژن ها و یا عدم بيان آنهاست. استفاده از ژن به 
تنهایی به علت تجزیه سریع توسط نوكلئازها، جذب بسيار پایين توسط سلول، عدم اختصاصی بودن به 
اده نيست بنابراین استفاده از حاملی امن و كارامد یکی سلولی خاص و قدرت ترانسفکت پایين قابل استف
 . )9002 ,lessiK(از نيازهاي اوليه براي موفقيت در ژن درمانی است
در حال حاضر بسياري از سيستم هاي انتقال ژن توسط وكتورهاي ویروسی صورت می گيرد. اگرچه این 
آنها شامل سميت، تحریک  عدم مزیتلی مد عمل می كنند وآبسيار كار oviv niسيستم ها در ترانسفکت 
سيستم ایمنی به عنوان یک آنتی ژن و التهاب می باشد. مشکلی كه جدیدا موجب ترس از استفاده از این 
(موتاژن  ویروسی با كروموزوم ANDنادرست و اشتباه  اتصال بر اثر است كه یوكتور ها شده،  موتاسيون
و یا فعال كردن انکوژن  ميزبان انع از بيان ژن مهار كننده تومورم ميزبان ایجاد شده و درون سلول الحاقی)
 eniruM به عنوان مثال وكتور .هاي ميزبان می گردد (ژن ایجاد كننده سرطان) و بدخيم نمودن سلول
denibmoc ereves deknil-Xكه براي امتحان كردن درمان بيماري  )VLM( suriv aimekuel
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 1  ،ن الحاقیژدر ایجاد موتا كه امکان بالایی به علت ستفاده شدا )DICS-X( ycneicifedonummi
به  Tلوكوسمی در سلول هاي  دچار شدن به استفاده كرده بودند به علت VLMكودكی كه از  3كودک از 
 .)5002 ,revolG( تلف شدند سرعت
وكتور هاي غير ویروسی (كاتيون هاي پليمري و یا ليپيدي) به علت سنتز آسان، پایين بودن و یا عدم پاسخ 
ایمنی در مقابل وكتور و قابليت استفاده براي اندازه هاي مختلفی از ژن، امنيت بالا تري دارند. در ميان 
در ایجاد كپسول، قابليت نگهداري وكتور هاي غير ویروسی، وزیکول هاي ليپوزومی به علت كارایی پایين 
پایين و برداشت سریع آنها از خون، قابليت انحلال و تجزیه پایين توسط دترجنت هاي روده اي مثل نمک 
 .)5002 ,adihsI(هاي صفراوي و تجزیه توسط فسفوليپيداز هاي روده، استفاده پایينی دارند
، پلی )ALP(هاي كاتيونی مثل پلی لاكتيک اسيدبنابراین سيستم هاي غير ویروسی كه اساسشان بر پليمر 
، پلی ساكارید، پلی آكریليک اسيد و پروتئين ها یا پلی پپتيدها (مثل ژلاتين)  )AGP(گليکوليک اسيد
است، حاوي چندین گروه آمينی هستند كه به عنوان انتقال دهنده ژنی به كار می روند. این قدرت 
یی بسيار خوب و تنوع بالاي آنها اجازه ایجاد هر نوع ، خواص فيزیکوشيمياANDنگهداري بالاي 
ساختاري را براي رساندن ژن چه به صورت داخل سلولی و چه خارج سلولی می دهد. یک حامل پليمري 
باید كمپلکس مستحکم و پایداري را با اسيد هاي نوكلئيک ایجاد نماید تا استحکام ان در محلول هاي 
بررسی ميزبان مخفی شده و با شناسایی خصوصيات مشخص در سطح بيولوژیک حفظ گردد، از سيستم 
 .)7002 ,gnoeJ(سلول، اسيد نوكلئيک را به جمعيت سلولی دلخواه برساند
 )legonaN(نانوذرات های هیدروژل  -31-1
بعدي هستند كه قادر به جذب مقدار زیادي آب و مایعات  3هيدروژل ها شبکه اي پلی مري با تركيب 
 ,HO –بيولوژیکی می باشند. ميل تركيبی بالاي آنها در جذب آب به وجود گروههاي هيدروفيلی مثل 
 . با)3991 ,sappeP(درون پليمر سازنده هيدروژل بر می گردد  H3OS - ,2HNOC - ,HNOC - 
شونده به جاي حل شدن درون محيط آبی از خود  وجود جذب بالاي آب در آنها، هيدروژل رفتاري باد
هد. پيوندهاي كووالانسی بين پلی مرهاي درون هيدروژل مانع از حل شدن آن درون آب می دنشان می 
رات شود. سرعت آزاد شدن دارو از هيدروژل به سایز شبکه هاي ماتریکس ژل وابسته است. نانوذ
هيدروژل به عنوان عضوي از خانواده ذرات در حد نانو جدیدا به عنوان سيستم انتقال دارو انتخاب شده 
خصوصيات نانوذرات و هيدروژل با هم هستند یعنی هم مثل هيدروژل داراي  اند. این ها داراي هر دو
نوذرات به مدت خصوصيات آب دوستی، انعطاف پذیري، تنوع و سازگاري زیستی اند و هم مانند نا
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 ,idimaH(طولانی درون جریان خون باقی مانده و قابليت رسيدن به سلول هدف انتخابی را دارند 
 . )8002
ایجاد ارتباطات متقاطع كووالانسی  -1مکانيسم انجام می گيرد كه شامل  4ساخت نانوذرات به طور كلی با 
 پلی ساكارید هاي هيدروفوب تجمع خودي -4ایجاد كمپلکس الکتروليت  -3متقاطع یونی  -2
 
 یدهاپلی ساکار -41-1
پليمرهایی از مونوساكارید هستند كه در طبيعت منابعی از جمله جلبک (مثل آلژینات)، گياهان (مثل 
پکتين)، ميکروب ها (مثل دكستران) و حيوانات (مثل كایتوزان و كندروئيتين) دارند. از لحاظ بار، پلی 
گروه پلی الکتروليت و غير پلی الکتروليت تقسيم بندي كرد. پلی الکتروليت ها  2ساكاریدها را می توان به 
داراي بار مثبت (مثل كایتوزان) و بار منفی (مثل آلژینات، هپارین، اسيد هيالورونيک و ... ) 
 .)1002 ,ahniS(هستند
 nasotihCکایتوزان  -1-41-1
 -D-استيل -Nگلوكوز آمين و  D–کراري از كایتوزان یک پليمر قابل تجزیه است كه حاوي واحدهاي ت
يکوزیدي به هم متصلند. كایتوزان براي انسان سمی نيست و لگلوكوز آمين است كه توسط پيوند هاي گ
است. كایتوزان در محيط هاي اسيدي قابل حل است و در  61 rgk/g )taR(موش آن براي  05DL
محيط هاي فيزیولوژیک كایتوزان چه از طریق ليزوزیم و یا كيتوزیناز موجود در روده انسان و خون، هضم 
آمين هاي با بار مثبت  بکار می رود.می شود بنابراین در علوم داروسازي و صنعت به عنوان انتقال دارو 
از طریق برهم كنش هاي الکترواستاتيک می  ANRiSو  ANDآن را قادر به اتصال با روي كایتوزان، 
 . )9002 ,lessiK(كند
 
 ساختار شیمیایی کایتوزان -11-1 شکل
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 بر اساس مکانیسم الکترواستاتیک ANRis/ANDحاوی    ihCایجاد نانوپارتیکل -21-1شکل
شناخته شده اند كه  ANRiSو  ANDدر سال هاي اخير كایتوزان و مشتقات آن به عنوان حاملی براي  
، سازگاري زیستی(عدم تحریک غشاء موكوسی و 2OCو  02Hعلت آن بار كاتيونی، تجزیه پذیري به 
سط درم)، چسبندگی به غشاء موكوسی و قابليت نفوذ آنهاست. كایتوزان به علت داشتن بار مثبت تو
با بار منفی می باشد كه  ANDبرهمکنش متقابل الکترواستاتيک قادر به ایجاد كمپلکس با نوكلئوتيد هاي 
آنزیم هاي در مقابل  AND. همچنين از )1002 ,la te gnaF(آن را مناسب براي ژن تراپی می كند
کت كایتوزان به پارامتر هاي زیادي بستگی دارد كه شامل وزن فقدرت ترانس .ئاز محافظت می كندلنوك
)، نوع P/N(نسبت  ANRiSو یا  ANDملکولی كایتوزان، ميزان داستيله شده، نسبت بار كایتوزان به 
 ,oaM(بستگی دارد glA/ihC، سرم و نوع تکنيک استفاده شده در ساخت نانوذرات Hpنمک كایتوزان، 
 . )9002
 etaniglAالژینات  -2-41-1
اسيد  -D-βالژینات كوپليمري است كه از یک جلبک سبز استخراج می شود و از زنجيره هاي خطی 
اسيد گلورونيک ساخته شده است. الژینات داراي خواصی بسيار مناسب مثل   -L-αمانوروئيک و 
حلاليت بالا، تمایل به ایجاد حالت ژلاتينی با منافذ زیاد، سازگاري زیستی و عدم سميت 
. ایجاد این شبکه پليمري به همراه یک یون مخالف (كاتيون مثبت) ميتواند  )2002 ,nesennoT(است
منجر به ایجاد حامل هاي هيدروژل براي رساندن دارو (نانو و ميکرو ذرات) شود. از ميان كاتيون هاي 
به ميزان زیادي استفاده می شود. عوامل مختلفی مثل غلظت الژینات، غلظت  2lCaCمثبت، كلرید كلسيم 
یون مخالف و سرعت اضافه كردن یون مخالف به محلول الژینات روي سایز ذرات ایجاد شده تاثير 
 .   )7002 ,idimaH(دارد
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  ساختار شیمیایی الژینات -31-1 شکل
ين یون هاي كربوكسيليک روي زنجيره الژینات می در اصل یون هاي مثبت كلسيم باعث ایجاد ارتباط ب
شوند و با یون هاي سدیم جابجا می گردند. براي بالا بردن ميزان ترانسفکت كایتوزان، وجود پليمري 
. در )8002 ,.la te inafoiC(آنيونی قادر به كم كردن قدرت اتصال بالاي بين كایتوزان و ژن خواهد شد
 ن منظور استفاده گردید. این تحقيق از الژینات براي ای
بر اثر ارتباطات انيونی بين گروههاي كربوكسيل  )gla/ihc(كمپلکس پلی آنيونی كایتوزان/ الژینات 
 الژینات و گروههاي امينی كایتوزان ایجاد می گردد.
 
 شمایی از ارتباط یونی بین کایتوزان و الژینات  -41-1 شکل
 جذب نانو ذرات در روده -51-1
مخاطی اولين راه ورود تعداد زیادي از عوامل بيماري زا نظير باكتریها و ویروس ها به بدن می سطوح 
ورنده ایمنی در پستانداران بوده و به طور فراوان با آود جباشند. این سطوح حاوي عناصر اصلی بو
سئول ایجاد و ، پلاسماسل ها و سایر سلول هاي مB،  Tفوليکول هاي لنفاوي، سلول هاي لنفاوي از قبيل 
% كل  08تا  Tتخمين زده می شود كه سلول هاي  .)5991 ,ogaitnaS(بقاي ایمنی پوشيده شده اند
 را آنتی بادي عمده ترشح شده در این سطوح 09% جمعت سلول هاي لنفاوي مخاطی را تشکيل داده اند.
تميک تحت مشخص شده كه بافت هاي لنفاوي مخاطی برخلاف سيس تشکيل می دهد.ترشحی  A-gI
. در بافت هاي لنفاوي مخاطی علاوه بر لنفوسيت هاي )9891 ,nehC(تاثير كهولت قرار نمی گيرند
 dezinagrO(پراكنده، مجموعه هاي سلولی سازمان یافته وابسته به بافت هاي لنفاوي مخاطی 
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 نيز وجود دارد كه مهمترین آن پلاک هاي TLAM-Oیا همان  )asocuM diohpmyL detaicossA
 Mمی باشد. این پلاک ها حاوي اپيتليوم اختصاصی حاوي سلول هاي  )sehctap s,reyeP(پی یر
ن آدر  )illiV(می باشند. این اپيتليوم فاقد سلول ترشحی بوده و كرک هاي روده  )sllec dloforciM(
نقش زیادي در ایجاد پاسخ ایمنی مخاطی دارند. این سلول ها  Mبه ندرت دیده می شود.  سلول هاي 
در  Mحاوي پرز هاي كوتاه بوده و حفرات ليزوزومی كمتري نسبت به انتروسيت ها دارد. سلول هاي 
 جذب، انتقال، پردازش و در حد كمتري در عرضه انتی ژن به بافت هاي لنفاوي دخيل اند. 
 
 پی یر فولیکول لنفاوی و اپیتلیوم وابسته به فولیکول روی آن مقطع عرضی از پلاک های -51-1 شکل
در انسان و موش   Mه حاوي كمترین و ایلئوم حاوي بيشترین پلاک هاي پی یر است. سلول هاي هدوازد
را  )muilehtipE dtaicossA -elcilloF(% سلول هاي اپيتليوم وابسته به فوليکول پلاک ها 01حدود 
لکول ها و انواع و.  این سلول ها توانایی جذب نانو ذرات، ماكروم)6002 ,xueiR( تشکيل می دهند
 ميکروارگانيسم ها از مجراي روده و انتقال آن به بافت هاي زیر اپيتليال را دارند.
 ralullecsnarTاز داخل سلول  -1طریق صورت می گيرد.  3لکولها به وجذب نانو ذرات و یا ماكروم
  noisuffid evissaPانتقال غير فعال  -3 ralullecaraPسلولی از فواصل بين   -2
(به علت  و یا از جنس كایتوزان  با اندازه اي بسيار كوچک 5 mnدر روش پارا سلولی نانو ذراتی حدود 
. روش عبور از سد سلول هاي انتروسيت اند برهمکنش بارهاي مثبت كایتوزان و بار منفی غشاء) قابل
مواقع به علت سرعت بالا كافی نبودن سرعت انتقال امکان پذیر سوم نيز در بيشتر 
. روش انتقال از داخل سلول است كه توسط سلول هاي انتروسيت )9002 ,kasgneorarneuR(نيست
 Mنوسيتوز، ماكروپاینوسيتوز، اندوسيتوز به واسطه كلاترین و فاگوسيتوز) و سلول هاي ي(به روشهاي پ
  
 63
 
نانوذرات توسط انتروسيت هاي  بهترین جذب صورت می گيرد. به طور كلی(پاینوسيتوز و فاگوسيتوز) 
 Mتوسط سلول هاي  1μmتر از کد. جذب نانوذرات كوچگيرمی  صورت 001-005 mnدر اندازه  روده
منجر به انتقال آنها به غشاء بازال و بيشتر از این حد منجر به گير افتادن آنها در پلاک هاي پی یر می 
  )6002 ,xueiR(شود
 
 
 
ذرات از پلاک هاي پی ميکرو محل عبور  Mشمایی از سلول هاي اپيتليوم روده. سلول هاي  -61-1شکل
فقط می توانند نانو ذرات را وارد كنند. زمان واكسيناسيون  )E(تليال روده يیر هستند ولی سلول هاي اپ
جذب شده و به  Mوسط سلول هاي خوراكی، این كمپلکس هاي بزرگ بيشتر مواقع با فاگوسيتوز ت
 . )1002 ,nebuL(تحویل داده می شوند Tو  Bلنفوسيت هاي 
 Bمشاهده می شود كه لنفوسيت هاي  Mي جانبی سلول ها -فرو رفتگی هاي عميقی در سطوح قاعده اي
، سلول هاي دندرتيک و ماكروفاژها به داخل این فرورفتگی ها نفوذ كرده و مجموعه هاي سلولی Tو 
 تشکيل می دهند و ذرات جذب شده در نهایت به این مجموعه ها تحویل می گردند.      
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 مواد
 و
 روش ها
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-  اهشور و داوم 
 داوم 
2-1- ییایمیش داوم و رصانع 
  
Acetic Acid MERK 
Acrylamide Sigma 
Agarose (Ultra pure) Sigma 
Ammonium Persulfate (APS) MERK 
Ampicillin Sigma 
Kanamycin Sigma 
Neomycin  Sigma 
Bisacrylamide Sigma 
Bovine Serum Albumin (BSA) Roche 
Alginic acid sodium Sigma 
Deoxyribonucleotides (dNTPs) Boehringer 
Mannheim 
Ethidium Bromide (EtBr) Sigma 
Gel Purification Kit Bioneer 
TEMED Gibco BRL 
Trypsin Gibco 
TOPO TA Cloning Kit Invitrogen 
Polyfect Transfection Kit Polyfect 
High pure PCR product purification kit Bioneer 
One step RNA PCR Kit Takara 
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Plasmid Maxi Extarction kit Bioneer 
PrimeScript High Fidelity RT-PCR Kit Takara 
Plasmid Midi Extarction Kit Bioneer 
Chitosan low molecular weight Sigma-Aldrich 
Chitosinase Sigma 
Kanamycin Sigma 
LB agar Gibco BRL 
Molecular weight marker (DNA) Fermentas 
Pfu DNA Polymerase Fermentas 
Restriction endonucleases Gibco BRL 
,Cinnagen 
Fast Digest SmaI Fermentas 
Fast Digest XhoI Fermentas 
SDS LKB 
BamHI Fermentas 
Xmn Fermentas 
Taq DNA polymerase Cinnagen 
TEMED Gibco BRL 
Pinicillin Gibco 
Tetracycline Sigma 
T4 DNA ligase Fermentas 
Pfu DNA Polymerase Fermentas 
Streptomycin Gibco 
RPMI1640 Biocera 
Fetal Bovin Serum Biocera 
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Calcium Chloride Merk 
IL-4 Cytokine assay kit by ELISA  Bender Medsystem 
IL-12 Cytokine assay kit by ELISA  Bender Medsystem 
IFN-γ Cytokine assay kit by ELISA Bender Medsystem 
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 محلولها و بافرها  -2-2
 نحوه تهيه بافرها، محلولهاي مورد استفاده و محيط هاي كشت -
  siserohportcele leg esoraga ANDبافرهاي مورد استفاده در  
 
  EBT-x5بافر  
 lm052/g 49.62                 Mm 544             esab.sirT
 lm052/g 57.31                 Mm 544           dica ciroB
 lm052/g  23.2                   Mm  52                 ATDE
 4.8-8 Hp
 استفاده می شود. x5.0رقيق شده و بصورت  1/01این بافر به هنگام مصرف 
 
 )reffub gnidaoLبافر نمونه ( 
 % 52.0           eulb lonehpomorB
 %  08                             lorecylG
 
 جهت آناليز پرایمرها EGAP 51ژل %  51 ccتهيه  
 
 lm 94.7              )% 03( edimalyrcA
 lm 3                           EBT-x01
 lm 4                                WDD
 lm 5.0                      )% 01( SPA
 lμ 5                            DEMET
 باید در مرحله آخر و درست قبل از ریختن ژل در قالب صورت گيرد. DEMETافزودن 
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 % 03 edimalyrcAتهيه محلول  
 g 92                                        edimalyrcA
N,N
 /
 g 1         edimalyrcasiB enelyhtem-
 درجه نگهداري می كنيم.      4رسانده و دور از نور, در دماي  001 lmبه  WDDحجم كل را با      
 
  % 01 SPAتهيه محلول  
لوله  01آب مقطر حل كرده و پس از تقسيم كردن در  01 lmدر  1 rgرا به ميزان  SPAپودر          
 درجه قرار می دهيم. -02ميکروفيوژ, در 
  )enilas dereffub etahpsohP( SBPهيه بافرت 
 rg 8                                  lcaN
 rg 2.0                                   lCK
 RG 58.2        O2H 21 × 4OPH2aN
 2.0                           4OP2HK
 ertil 1 ot pU                                   02H
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 شت باكتريمحيط هاي ك
 )0001 ccمایع ( BL  htorbمحيط كشت  
                                                                                  g 01                               notpirT
 g 5                       tcartxe tsaeY
 g 5                                    lCaN
 .til 1                                  WDD
 پس از مخلوط نمودن مقادیر فوق, آن را به اندازه هاي لازم تقسيم كرده و اتوكلاو می كنيم.    
 
 )0001 ccجامد ( raga BLمحيط كشت  
 rg 01                                notpirT
 rg 5                        tcartxe tsaeY
 rg 5                                     lCaN
 rg 51                            raga otcaB
 .til 1                                    WDD
آماده نيز استفاده نمود. پس از تهيه این  raga BLهمچنين در صورت موجود بودن می توان از محيط 
 مواد, تا زمان شفاف شدن محيط آن را جوشانده و سپس اتوكلاو می كنيم.
                                                                  
 براي كشت انگل NNNمحيط كشت  
 مواد لازم:
   rg 4.1آگار باكتریولوژیک                                                  -
  rg 6.0سدیم كلراید                                                          -
 lm 5.4                                                          ٪03گلوكز  -
  lm 21                                       خون سيتراته خرگوش       -
 lm 09آب مقطر                                                              -
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 NNNطرز تهيه محيط كشت 
قطر می افزایيم و حرارت می دهيم تا محيط كاملا ًابتدا آگار باكتریولوژیک و سدیم كلراید را به آب م
سانتی گراد اتوكلاو می كنيم. وقتی دماي   ٔ‌درجه 021دقيقه در حرارت  02شفاف گردد. سپس به مدت 
حجم كل كه  ٪5ميلی ليتر خون سيتراته خرگوش و  21سانتی گراد رسيد،   ٔ‌درجه 05الی  54آن به 
می باشد، به آن اضافه می كنيم. محيط حاصله، در لوله هاي استریل  ٪03ميلی ليتر گلوكز  4/5معادل 
ميلی ليتر تقسيم گردید. لوله ها در دماي اتاق روي سطح شيب دار  51مخصوص كشت سلولی به حجم 
قرار می گيرند تا محيط ها به حالت جامد تبدیل شوند. سپس یکی از لوله ها به صورت تصادفی انتخاب 
سانتی گراد نگهداري می شود تا از عدم آلودگی باكتریایی آن   ٔ‌درجه 73ي شده و یک شبانه روز در دما
 اطمينان حاصل گردد. به این محيط هيچ آنتی بيوتيکی اضافه نمی شود
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 روش کار 
 استریل کردن وسایل و موارد  -3-2
 002ميزان به ساعت در حرارت خشک فور  2به منظور استریل شدن، كليه وسائل شيشه اي به مدت 
درجه سانتی گراد قرار گرفتند. براي مواد، محلولها و محيطهاي كشت نيز از حرارت مرطوب اتوكلاو به 
دقيقه استفاده شد. آنتی بيوتيکها و سایر  51براي مدت  51 ispدرجه سانتی گراد با فشار  121ميزان 
 ميکرومتر استریل شدند. 0/22ر محلولهاي حساس به حرارت با عبور از فيلترهاي باكتریولوژیکی با قط
 تهیه نمونه  -4-2
از شركت ماهيران خریداري شد. منشاء این  arbeZ hsif (oirer oinaD )عدد گورخر ماهی چهار 
 ماهيان از كشور هند بوده و در ایران توسط خود این شركت تکثير می یابد. 
 ژنومی ANRاستخراج  -5-2
، چون بيان ژن آن در سلول هایی همچون كبد، )npF(فروپورتين ANRبه منظور جداسازي  -1
روده و ماكروفاژهاي طحال صورت می گيرد، ابتدا روده و كبد ماهی جدا گردید. به علت نرم 
بودن بافت كبد، آن را مش نموده و قطعات كوچکی از بافت روده را هم توسط قيچی جدا نموده 
. سپس آن را با ازت مایع در هاون ده شدو درون اپندورف استریل به قطعات بسيار ریزي بری
 .چينی كوبيده تا بافت كاملاً پودر شود
شركت سيناژن  sulP-( MT XNR(ANR FO NOITALOSI سپس با استفاده از كيت   -2
استخراج گردید. در این كيت در حقيقت براي هموژن كردن بافت از محلول دناتوره   ANR
(این محلول حاوي گوانيدین تيوسيونات می باشد كه براي ليز كردن  شد.استفاده   XNRكننده  
با استفاده از كلروفورم صورت   ANRسلول ها و هموژن نمودن محلول لازم است). جداسازي 
(فاز رویی)  را  از   ANDگو قطعات بزر ANRگرفت. كلروفورم با اسيدي كردن محيط، 
توسط    ANRرین) جدا می سازد.  رسوب دادن با اندازه كوچک (فاز زی  ANDپروتئين ها و 
%  شسته شده و رسوب نهایی در 57ایزوپروپانول صورت می گيرد كه سپس توسط اتانول 
 حل شد.    Mm1 ATDEیا  CPED  )etanobracoryplyhteiD(آب
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 استخراج شده با استفاده از روش فوتومتری  ANRارزیابی کمیت  -6-2
از   4µtilنمونه ها، پس از كاليبره كردن دستگاه اسپکتروفوتومتر با آب مقطر،    ANRبراي تعيين كميت 
 062رسانده و سپس مقدار جذب نوري نمونه ها در طول موج  06 µtilرا  به وسيله آب مقطر به  ANR
به وسيله دستگاه اندازه گيري و  tilµ/rgnبر حسب  ANRو غلظت   )082/062A(نانومتر  082به 
مناسب   ANRباشد، كيفيت  1/8نانومتر بالاتر از  082به  062ثبت شد. اگر نسبت جذب در طول موج 
استخراج شده ازآنها كيفيت مناسبی داشت، استفاده  ANRاست.  براي ادامه كار فقط از نمونه هایی كه 
 گردید.
 ANDcساخت  -7-2
است.   )ANR-AND(دو رشته اي است  ANDc به  ANRتبدیل   RCP-TRاولين قدم براي انجام 
 فاقد انترون بوده و از پيچيدگيهاي كمتري نسبت به آن برخوردار است. ANDبر خلاف  ANDc
شركت فرمنتاز  gninolC rof sisehtnyS ANDc از كيت ANDcدر این تحقيق به منظور ساخت  
استفاده گردید. اساس كار  ARAKATشركت )VMA( tiK RCP ANR petS enO و نيز كيت 
براي ساخت   )esatpircsnarT esreveR(این دو كيت در استفاده از آنزیم رونوشت برداري معکوس 
 )VLuM-M( suriv aimekuel enirum yenoloMمی باشد كه در كيت فرمنتاز از نوع  ANDc
آنزیم استفاده می گردد.  )VMA( suriv amotsalboleym naivAاز نوع  ARAKATو در كيت 
 Td ogilOو   remaxeh modnaRنوع پرایمر  2از بين  ANDcلازم به ذكر است كه در ساخت 
 به علت جواب مناسب تري كه داد ، استفاده گردید. remaxeh modnaR  موجود در كيت، از
  )RCP-TR( RCP ANDcو انجام   ) sremirpالیگونوکلئوتیدهای آغازگر ( طراحی  – 8-2
طراحی پرایمر به روش دستی و با در نظر گرفتن موارد مهمی از جمله دماي اتصال پرایمر، محتواي 
 F، عدم وجود پرایمر دایمر، اندازه اپتيمم پرایمر، نزدیک بودن دماي اتصال پرایمر Cو  Gنوكلئوتيد هاي 
 و ... انجام گرفت. Rو 
به ترتيب در ابتداي پرایمر بالادست و پایين دست قرار داده  IamSو    IohXیک ناحيه برش براي آنزیم 
 شد.
 توالی آغازگر ها به شرح زیر است.
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 توالی و دمای اتصال پرایمر ها -1-2جدول 
دمای 
 اتصال
 نام پرایمر توالی
 oinaD-F 5 '  GCTGAGCTC   ACACGCAAAAGTA   3 G  TCC  CGA  CAG' 95
 oinaD-R '3  GG  GAG  TGA  AGG  TTT  GAG  CAT  A  GGGCCCA ATT '5 95
  
 GTAو  IohXمکان برش با آنزیم  GAGCTCابتداي پرایمر آغازگر محل نشت آنزیم، در  GCT
مکان برش  GGGCCCن نشست آنزیم، اپایين دست مک پرایمردر  AATTمحل شروع ترجمه است. 
  مر افزوده شده است.یبعد از آن به منظور ثابت ماندن كدون ها به پرا Aو نوكلئوتيد  IamSبراي آنزیم 
 sucocoryPاستفاده گردید. این آنزیم از  آركئوباكتریوم  ufPاز آنزیم   RCPبه منظور انجام واكنش  
 پليمراز و خاصيت اگزونوكلئازي qaTبرابر آنزیم  21گرفته شده است. قدرت تصحيح حدود  susoiruf
 و چرخه حرارتی به شرح زیر است. RCPرا داراست. موارد مصرفی در  3 به  5و  5 به  3 
 RCPموارد مصرفی در  -2-2جدول 
 مقدار لازم مشخصات مواد مصرفی
 52µlتا حجم   آب مقطر  تزریقات
 2/5 µl X1 RCPبافر 
 1/5 µl 52Mm كلرید منيزیم )2lcgm(
 1 µl 01Mm PTNd
 0/5 µl 01Mμ آغاز گر بالادست
 0/5 µl 01Mμ آغازگر پایين دست
 0/3 µl 2/5 lm/u ufPآنزیم پليمراز 
 2 µl 1 lμ /gµ ANDc
 52 µl مجموع
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 RCP-TRچرخه حرارتی  -3-2جدول 
 
 مراحل
 
 زمان
 
 دما
 واسرشت سازی اولیه
 
 واسرشت سازی
 
 اتصال آغازگر به رشته الگو
 
 بسط پلیمراز
 
 بسط نهایی
 
 نگهداری نهایی                                            
 دقیقه 5
 
 دقیقه 1              
 
 دقیقه 1×         03          
            
 دقیقه 5                        
              
 دقیقه   8              
 
 درجه سانتیگراد 49
 
 درجه سانتیگراد 49
 
 سانتیگراددرجه  95
 
 27
 
 27
 
 4
 
 همانطور كه در جدول مشاهده می شود به شرح زیر است. RCPچرخه حرارتی 
دقيقه طول می كشد. در سيکل دوم  5به مدت  49°  cدر دماي ANDcدر سيکل اول واسرشت اوليه   
 49° Cدر دماي  ANDcبار هم تکرار می شود، در ابتدا واسرشت سازي  03مرحله است و  3كه شامل 
. در مرحله سوم  گرفتصورت  95°  Cدقيقه و سپس اتصال آغازگر به رشته الگو در دماي 1به مدت 
 ANDc. بسط نهایی رشته گرفتدقيقه انجام  5درجه سانتی گراد و به مدت  27بسط پلی مراز در دماي 
رجه سانتيگراد د 4دماي دستگاه به  RCPپس از پایان واكنش  دقيقه می باشد. 8به مدت  27°  Cدر دماي
 می رسد كه همان مرحله نگهداري نهایی است. 
تا براي آزمایش هاي بعدي كه  دادهدرجه سانتی گراد انتقال  8تا  4به یخچال  RCPدر پایان، محصولات 
 است در دسترس باشد.  RCP% براي سنجش وجود و كيفيت محصول 1/5شامل انتقال بر روي ژل آگارز 
 در ژل آگارز ANDالکتروفورز  -9-2
در ميدان  ANDاز آگارز كه عصاره یک جلبک دریایی است به عنوان بستري جهت حركت رشته هاي 
الکتریکی استفاده می شود. آگارز تجاري كاملاً خالص نبوده و حاوي پلی ساكاریدها، نمکها و پروتئينهایی 
ن آلودگی ها بر روي حركت است كه ميزان آلودگی آن با توجه به كارخانه سازنده متفاوت است. ای
و نيز توانایی هاي آن براي شركت در واكنشهاي آنزیمی بعدي تاثير می گذارد. در این تحقيق از  AND
استفاده شده است. ژل هاي آگارز (با توجه به اندازه قطعات  amgiSآگارز خالص ساخت شركت 
 تهيه شدند. 1مورد نظر) با غلظت % AND
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(ضميمه ب) تا نقطه جوش  EBT-x1از بافر  52 lmودر آگارز در پ 052 gmبراي این منظور  -1
 حرارت داده می شود
درجه سانتی گراد درون قالب مخصوص داراي شانه  54-55پس از سرد شدن تا دماي   -2
 دقيقه بعد كاملاً می بندد 02-03 مناسب ریخته شده و حدود )bmoc(
در درون ژل ایجاد خواهند شد و می در این حالت با برداشتن آرام شانه، چاهکهاي مناسب   -3
را پيش از انتقال  ANDرا به این چاهکها انتقال داد. براي این كار  ANDتوان محلول حاوي 
مخلوط نموده و سپس در حالی كه  reffub gnidaoLبه چاهکها با بافر مخصوصی به نام 
است، چاهک ها  از قرار گرفته  EBT-x1قالب ژل در درون تانک الکتروفورز پر شده با بافر 
از یک طرف به خاطر داشتن  reffub gnidaolنمونه هاي آماده شده پر می شود. وجود 
گليسرول موجب پایين رفتن هر چه بيشتر نمونه ها در چاهک می گردد و از طرف دیگر با 
 داشتن رنگ برومو فنل بلو امکان مشاهده ميزان حركت نمونه ها را در ژل فراهم می آورد.
به ميزان  CDز ریختن نمونه ها در چاهک ها، تانک الکتروفورز را به جریان الکتریسيته پس ا  -4
 وصل نموده و تا زمان رسيدن رنگ آبی به اواخر ژل الکتروفورز  ادامه می یابد.  001 V
قرار داده می  )rBtE(دقيقه درون محلول اتيدیم بروماید  02پس از اتمام كار ژل  به مدت   -5
ساطع می كند و به  بنفشرنگ  VUشود. این ماده یک رنگ فلورسنت است كه تحت تاثير نور 
 در روي ژل قابل مشاهده خواهند بود.  ANDاین ترتيب قطعات 
در این آزمایش با الکتروفورز قطعات حاصل از برش با آنزیم هاي محدود كننده روي ژل آگارز نتایج 
این ترتيب با بررسی چند كلنی، ميتوان كلنی هاي حاوي ساختار صحيح را انتخاب  تحليل می شوند.  به
 نموده و براي ادامه كار مورد استفاده قرار داد.
  RCPبررسی کیفیت محصولات  -1-9-2
ميکروليتر بافر  3و  RCPميکروليتر از محصول  8، مقدار RCPبراي كنترل كيفيت محصول هاي 
درصد برده و  1/5، را بر روي ژل آگارز 001 pbبه همراه یک ماركر  ) eyD gnidaoLبارگذاري (
 نتيجه بررسی می شود.
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 نوع سوش باکتریانی، محیط کشت و پلاسمید مورد استفاده جهت کلون   -01-2
 BL، محيط كشت باكتریائی به نام 01 POTبا نام   iloc.Eبراي انجام كلونينگ  از یک سوش باكتري  
می باشد جهت كلون كردن اوليه  )rebmun ypoc hgiH(كه داراي تکثير بالا   OPOTو پلاسميد اوليه
 ژن فروپورتين استفاده شد. )gninolcbuS(
و برش با آنزیم هاي  RCP ynoloCدر این آزمایش شناسایی كلنی هاي صحيح در نهایت با روش 
 nicymanaKمحدود كننده صورت گرفت. نشانگر انتخابی در این وكتور مقاومت به آنتی بيوتيک هاي 
پروموتور  calPو  iloc.Eنقطه شروع همانند سازي در باكتري   CUp iroمی باشد.  nillicipmAو یا 
 esreveR 31Mو etis gnimirp 7Tمی باشد. دو توالی   Zcalشروع همانند سازي براي ژن
وارد شده است.  RCPمربوط به پرایمر هاي یونيورسال بالادست و پایين دست محصول  etis gnimirp
براي تایيد نهایی ژن وارد شده به وكتور  RCPبراي تعيين توالی محصول  استاندارداز این پرایمر هاي 
 استفاده می شود.
 
 
  OPOTنقشه پلاسمید  -1-2شکل 
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  کشت و نگهداری باکتریها به منظور کلونینگ   -11-2
و یا كشت در محيط جامد  BLكشت باكتریها به دو صورت كشت در محيط مایع  با توجه به هدف بعدي،
داراي آگار صورت گرفت كه در مورد محيط جامد همواره به منظور گرفتن كلنی تک از روش كشت  BL
استفاده شد و با قرار دادن پليت  )gnidaerps(و یا پخش كردن در سطح محيط  )gnikaerts(خطی 
درجه سانتی گراد به مدت یک شب، كلنی هاي باكتري به دست آمدند. جهت  73كشت داده شده در 
پليت هاي حاوي باكتري به خوبی با پارافيلم محصور شده و در   ماه) 1-2نگهداري كوتاه مدت باكتریها (
جه سانتی گراد نگهداري شدند و براي نگهداري بلند مدت، با فرو كردن آنس آغشته به باكتري در 4دماي 
، یک كشت عمقی از باكتري در درون لوله هاي درپيچ دار تهيه شده و BLدر عمق محيط كشت جامد 
 درجه سانتی گراد نگهداري شد.  4در دماي   پس از بستن محکم درب لوله ها،
  gninolCکلونینگ  -21-2
 qaTمی بایست كه از آنزیم   OPOTبه درون پلاسميد RCPبراي وارد كردن قطعه  -1
استفاده می شد كه  RCPبه انتهاي محصول  A ylopبه منظور اضافه شدن  دم  esaremylop
استفاده   ufPدر این آنزیم، از )gnidaerfoorp( به علت عدم وجود خاصيت تصحيح بالا 
 گردید.
را اضافه  Aدم پلی  RCPبه انتهاي محصول   ufP، چون   ufPبا آنزبم  RCPپس از اتمام    -2
 qaTآنزیم   1 lµرا روي یخ قرار داده و  RCPنمی كند، بنابراین در ابتدا ویال حاوي محصول 
. در این فاصله شد دقيقه قرار داده 01به مدت  27°Cسپس ویال در دماي  به آن اضافه گردید.
را اضافه خواهد كرد. سپس ویال بلافاصله  Aدم پلی  RCPبه انتهاي محصول qaT زمانی، آنزیم
 به درون یخ انتقال داده شد.
 1lµ از محلول نمکی و  1 lµ ، RCPاز  محصول  4lµ در دماي عادي اتاق مقدار سپس   -3
  OPOT  درون ویال اضافه شد. در این مرحله ژن فروپورتين وارد وكتور OPOTوكتور 
 گردید.
سلولهاي مستعد از  ویال برداشته و به درون ویال محتوي  2lµ دقيقه،  03پس از گذشت   -4
(سلول مستعد سلولی است كه می موجود در كيت  iloc.Eاز باكتري  )llec tnetepmoC(
دقيقه  03وارد شد. ویال به مدت  خارجی ترانسفورم شود) ANDتواند به راحتی با یک قطعه 
 opoTدرجه شوک حرارتی داده تا قطعه ژن+ وكتور  24در دماي ثانيه  09در یخ و سپس 
 (مرحله ترانسفورم كردن).د گرد iloc.Eوارد باكتري  )npF-opoT(
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از محلول   052lµ مقدار سپس ویال را بلافاصله به درون ظرف محتوي یخ انتقال داده و   -5
درجه سانتيگراد گرم  73موجود دركيت (محيط مایع بدون هرگونه آنتی بيوتيک)كه در  C.O.S
درجه سانتی گراد قرار گرفت (در این  73ساعت در  1بر روي سلولها اضافه شد و   شده است،
مدت سلولها فرصت باز یافت و توليد ماركر مقاومت به آنتی بيوتيک موجود بر پلاسميد را می 
دور در دقيقه باشد تا كارایی افزایش  002ست این انکوباسيون همراه با شيک كمتر از یابند). بهتر ا
 یابد.
ميکروليتر از سلولهاي  02-05آگار حاوي آنتی بيوتيک مورد نظر،  BLسپس در سطح یک پليت   -6
ترانسفورم شده ریخته و با یک ميله فلزي ته گرد كه در روي شعله استریل و خنک شده است، 
درجه  73ساعت در  42پليت ها به مدت  )gnidaerps(.ر سطح پليت پخش گردید سلولها د
سانتی گراد انکوبه شد. در این تحقيق جهت غربال كردن كلنی هاي حاوي ساختارهاي ژنی 
) استفاده شده sisylana noitcirtseRو آناليز آنزیمی ( RCP -ynoloCنوتركيب از دو روش 
 است. 
 RCP -ynoloC -31-2
 RCPآگار حاوي آنتی بيوتيک یک  BLدر این روش  براي هر كدام از كلنی هاي موجود در روي پليت  
 ساده گذاشته شد. روش كار به این صورت است  كه:
) تهيه   ANDبه جز  RCP(شامل تمامی مواد لازم براي واكنش   xim retsamدر ابتدا یک  -1
 گردید.
دام از كلنی هاي شماره زده شده موجود در پليت زده سپس نوک ميله فلزي استریلی را به هر ك  -2
 برده شد. xim retsamو سپس به درون ویال محتوي 
هر بار پس از انجام این عمل، سر ميله فلزي مجددا توسط شعله استریل شده و براي كلنی بعدي   -3
می  فرض  ANDروي پليت استفاده می گردد. با این كار در حقيقت آن مقدار كلنی به عنوان 
باید كه  xim retsamموجود در  npfشود و به علت وجود پرایمر هاي اختصاصی براي ژن 
درون ژنوم تکثير گردد (كه البته به دليل ورود محتواي بالایی از مواد ژنتيکی اعم  npfفقط قطعه 
از خود پلاسميد نوتركيب و كل ژنوم باكتري، امکان تکثير غير اختصاصی قطعه ژنومی و دیده 
و  RCPدر بيشتر نمونه ها زیاد است). مقادیر مواد لازم براي  npfمرتبط به  0071ن باند شد
بود با این تفاوت كه واسرشت سازي  3-2دول واكنش حرارتی داده شده به دستگاه همانند ج
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دقيقه انجام گرفت. بل این كار باكتري هاي وارد شده به ویال  01به مدت  59°  cاوليه در دماي 
 ليز می شوند.كاملا 
را از  0071% ، نمونه هایی كه باند 1حاصل روي ژل آگارز  RCPسپس با الکتروفورز محصول  -4
 خود نشان می دادند، انتخاب شده و براي تایيد قطعی آناليز آنزیمی رویشان انجام گرفت.  
ه با استفاده از آنزیم های محدود کنندپلاسمید)  AND(هضم و برش آنالیز آنزیمی  -41 -2
  )esaelcunodne noitcirtseR(داخلی
 استفاده آنزیمهاي محدود كننده داخلی یا    npfروش دوم جهت غربال كردن كلنی هاي حاوي ژن  
براي برش ژن در توالی هاي خاص بود. بازدهی این عمل زمانی  esaelcunodne noitcirtseR
) صورت بگيرد. همچنين از آنجا كه اكثر آنزیمهاي 02– 05 lμبالاست كه واكنش در حجم هاي كمتر (
حداكثر ميزان آنزیم در محيط   ساخته شده توسط شركتها داراي گليسرول به عنوان نگهدارنده می باشند،
% در محيط 5حجم كلی واكنش باشد، چرا كه وجود مقادیر گليسرول بيشتر از  1/01واكنش نباید بيشتر از 
در برخی آنزیم ها می گردد. به  )ytivitca ratS(عملکرد ناقص آنزیم و بروز فعاليت ستاره اي موجب 
واحد از  1-4مورد نظر با مقدار مناسب از بافر مخصوص و افزودن  ANDاین ترتيب با مخلوط كردن 
معين (بسته آنزیم، مخلوط حاصل به وسيله آب مقطر به حجم مورد نظر رسيده و با قرار دادن آن در دماي 
ساعت و یا در بعضی موارد یک شبانه روز، عمل برش صورت گرفت. در  2به نوع آنزیم)  براي مدت 
 001-051 lμ/gnموجود در محيط  ANDو ميزان  03 lμاین تحقيق عموماً سعی شد كه حجم واكنش 
ند آنزیم می بایست با دو یا چ ANDباشد تا عمل برش به خوبی صورت گيرد. در مواقعی كه رشته 
مختلف برش داده  می شد, ابتدا آنزیمی به محيط اضافه شد كه بافر آن غلظت نمکی كمتري داشت و پس 
به محصول تخليص  تخليص شده و در نهایت ،RCPتخليص محصول از انکوباسيون، با استفاده از كيت 
فزوده شده و با آب مقطر شده آنزیم دوم و بافر آن (به ميزانی كه براي حجم كلی بيشتري لازم بودند) ا
 حجم نهایی تنظيم شد.
 3 lmو كشت آنها در  RCP -ynoloCدر آناليز آنزیمی پس از انتخاب كلنی هاي تایيد شده در روش  
استخراج گردید  كمداراي آنتی بيوتيک مناسب، روز بعد پلاسميد این سلولها در مقياس  BLمحيط مایع 
ط چند آنزیم محدود كننده داخلی هضم گردید. آنزیم ها به گونه ). پلاسميدهاي استخراج شده توس51-2(
اي انتخاب شدند كه الگوي حاصل از هضم آنزیمی بين پلاسميدهاي با ساختار صحيح و پلاسميدهاي 
، IamS، IohXفاقد قطعه ژنی مورد نظر تفاوت قابل توجهی داشته باشد. در این تحقيق از آنزیم هاي 
% برده شد. از 1استفاده گردید و پس از اتمام كار، قطعات بریده شده روي ژل آگارز  InmXو  IHmaB
  
 45
 
نيز تعيين شدند و نمونه هایی كه باند  50.3v rennur eneG طرفی اندازه قطعات حاصل با نرم افزار 
براي ادامه  با اندازه صحيح را با توجه به نتيجه به دست آمده در نرم افزار روي ژل از خود نشان می دادند
 كار انتخاب گردید. 
 RCPتخلیص محصول  -51-2
از بقيه مواد موجود در واكنش نظير پرایمرها و نوكلئوتيدهاي  RCPبه منظور خالص سازي محصول 
مصرف نشده، روغن معدنی، نمک و آنزیم پليمراز كه همگی می توانند در واكنشهاي آنزیمی بعدي ایجاد 
 tik noitacifirup RCPاختلال نمایند، از ستونهاي ویژه اي كه به صورت كيت آماده تحت عنوان 
 خته شده است، استفاده شد.سا  reenoiBتوسط شركت 
از ژل، چسبيدن اختصاصی رشته هاي  RCPمکانيسم عمل این ستونها نيز همانند ستون خالص سازي  
و از آن جا كه این پيوند  به یک زمينه از جنس سيليکا می باشد 001pbاسيد نوكلئيک با طول بيش از 
ستون عبور كرده و خارج  می شوند. در  براي اسيدهاي نوكلئيک اختصاصی می باشد سایر مواد مذكور از
مرحله بعد با افزودن آب یا بافري با قدرت یونی پائين، رشته هاي چسبيده از زمينه سيليکا جدا شده و در 
 ابتداظرف دیگري جمع آوري می شوند. به طور خلاصه با استفاده از دستور العمل موجود در كيت 
 RCPاز محصول  03 lμموجود در كيت را به ویال محتوي gnidniB RCPاز بافر  5 lμ -1
برش داده شده با آنزیم اندونوكلئاز اضافه كرده و سپس تمامی محتواي ویال به ستون 
 .)nmuloc gnidnib AND( وارد شد ANDاختصاصی براي چسبيدن 
یت بار شستن ستون با بافر شستشو موجود در كيت، در نها 2پس از انجام سانتریفيوژ و   -2
 جدا گردید. CPEDمتصل به ستون توسط آب  AND
 استخراج پلاسمید در مقیاس زیاد  -61-2
صورت  )reenoiB( ixaM dimsalP sulP-onaN perPuccAاستخراج پلاسميد توسط كيت 
 گرفت. اساس این كيت بر استخراج به روش ليز قليایی می باشد. بطوري كه
مایع حاوي باكتري ترانسفکت شده را كه شب گذشته كشت داده شده  BLاز محيط  051 lm -1
 سانتریفوژ می شود. 4°  cو دماي 0053mprدقيقه در  02است درون اپندورف ریخته و به مدت 
رسوب نهایی توسط بافر تعليق موجود در كيت مجددا تعليق گردید. سپس با اضافه نمودن بافر   -2
كروموزومی و لاشه سلول ها به صورت   ANDدن این بافر، ليز كننده و در نهایت با خنثی كر
 توده اي نامحلول در می آیند.
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سپس با افزودن بافر بعدي به محلول، پروتئين ها  را نيز رسوب داده و محلول رویی را كه   -3
پلاسميد به ستون اتصال آن با زمينه اي از جنس  ANDحاوي نمک هاي لازم براي اتصال 
 رده می شود.سيليکا می باشد، ب
 سپس تمام نمک ها و رسوبات اضافی توسط بافر شستشو جدا شد.   -4
 پلاسميد با آب از ستون جدا گردید. ANDدر نهایت   -5
پلاسمید برش داده شده از روی ژل آگارز (  ANDخالص سازی و برداشت قطعات  -71-2
  noitulE(
چاهک مجاور هم بر  2براي این منظور نمونه هاي برش داده شده با آنزیم هاي اندونوكلئاز را در  -1
 2% برده و پس از اتمام الکتروفورز، ژل به صورت عمودي درست از بين  1روي ژل آگارز 
قطعه ژل بدست می آید كه هر دو  داراي باند نمونهء مورد  2چاهک بریده می شود. بدین ترتيب 
 است. نظر 
در ژل آگارز یکی از قطعات ژل  برش داده شده، زیر نور  ANDسپس براي تفکيک قطعات  -2
مورد نظر  ANDقرار داده شد و مکان باند  )VU evaw gnoL(با طول موج بلند  VU
 موجود در آن با برشی درست در پایين و بالاي باند، روي ژل مشخص گردید.
ژل سالمی كه آن هم حاوي باند مورد نظر است و در مقابل  با تطبيق دادن این قطعه بریده شده و  -3
مورد نظر را بریده و در  ANDژل محتوي باند هم قرار نگرفته است، نوار كوچکی از  VUنور 
 انداخته شد.  5,1 lm یک ویال
از  ANDاستخراج قطعه   reenoiB( (ساخت noitacifiruP leGسپس با استفاده از كيت  -4
ژل صورت می گيرد. به این صورت كه ابتدا ویال حاوي ژل را حرارت داده و پس از حل شدن 
 به همان حجم ایزوپروپانول به درون ویال اضافه می شود.  ANDكامل ژل به منظور رسوب 
برده شذ.  )nmuloc gnidnib AND( ANDسپس كل محتواي ویال به درون ستون اتصال  -5
كرده و اسيد هاي نوكلئيک به طور اختصاصی به ستون می چسبند و سایر مواد از ستون عبور 
 .خارج می شوند
در مرحله بعد با افزودن آب یا بافري با قدرت یونی پائين، رشته هاي چسبيده از زمينه سيليکا   -6
دا و تخليص از ستون ج AND. در نهایت جدا شده و در ظرف دیگري جمع آوري می شوند
 گردید. 
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 )npf(ژن فروپورتین  gninolcنگاهی کلی بر استراتژی  -81-2
،  صحت محصول حاصل با برش بوسيله آنزیمهاي  npfژن ANDcبر روي  RCPپس از انجام عمل 
 مورد تائيد قرار گرفت. )sisylana noitcirtseR(محدود كننده مختلف 
پلاسميد حاصل با نام  ANDگردید. در نهایت مجموعه  OPOTسپس این محصول وارد پلاسميد  
موجود در ترانسفورم شده و كلنی هاي  iloc.Eاز باكتري  01 POTبه درون سویه  npF-OPOT
 AND ) انتخاب شدند. پس از استخراج 05lm/gµمحيط كشت جامد داراي  آنتی بيوتيک كانامایسين (
آنزیم  4با  sisylana noitcirseRپلاسميد هاي مناسب از  ANDپلاسميد از باكتري، براي تایيد 
 eneGاستفاده شد. صحت اندازه قطعات حاصله با نرم افزار  InmX ,IamS ,IohX ,IHmaB
 و الکتروفورز روي ژل آگارز تایيد شد. 50.3v rennur
  npFبه منظور بیان پروتئین  1N-PFGEpوکتور بیانی   -91-2.
استفاده گردید. نقشه این وكتور  PFGEpدر این تحقيق به منظور بيان ژن فروپورتين از وكتور بيانی 
 مطابق شکل زیر است.
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نیز معروف است  reknilyloPکه به  )etis gninolc elpitluM( SCM - PFGEpنقشه پلاسمید  -2-2شکل 
جایگاه برش برای اندونوکلئازها می باشد. بریدن وکتور با این آنزیم های اندونوکلئاز و وارد کردن ژن  51حاوی 
 neerg dnalremE( PFGEمورد نظر به درون وکتور، آسیبی به پلاسمید نمی زند. بعد از این جایگاه،  
، این پروتئین به  SCMپایان در قطعه ژن وارد شده به درون وجود دارد. با برداشتن کدون  )nietorp tnecserolf
کمک   npF متصل خواهد شد و به علت داشتن خاصیت فلورسنت به شناسایی پروتئین  npFپروتئین  Cانتهای 
 PFGE ANRmمنجر به تولید و پردازش مناسب   PFGEدر پایین دست ژن 04VSخواهد کرد. ناحیه پلی آدنیله 
برای همانند سازی درون سلول های یوکاریوت است. ژن های مقاومت به دو آنتی  04VSمی گردد. نقطه شروع 
در بالادست و دم پلی آدنیله (گرفته شده از ژنوم  04VSنیز دارای پروموتور   nicymanaK/nicymoeNبیوتیک  
نیز   iro CUpد هستند. ) در پایین دست خو)KT VSH( esanik enidimyht suriv xelpmis sepreH
 می باشد. iloc.Eمنطقه شروع همانند سازی در باکتری 
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 AND )noitagiL(اتصال قطعات  -02-2
، می بایست كه در ابتدا حامل noitagil(به هم (فرایند  npF(و  PFGEp(  ANDبراي اتصال قطعات 
 با آنزیمهاي محدود كننده یکسان هضم می شد.  )tresni(دخولی  ANDو قطعه  )rotcev(
 ساعت انجام گرفت.  8-61درجه سانتيگراد در مدت  4در دماي  noitagilدر این تحقيق واكنشهاي    
 بدین ترتيب صورت گرفت. noitagilانجام فرایند 
حاوي  ژن فروپورتين با دو آنزیم  AT OPOTو قطعه  )PFGEp(در ابتدا هر دو حامل بيانی  -1
 بریده شد. IamSو  IohX
، با )reenoiB( noitacifirup RCP پس از خالص سازي از روي ژل آگارز توسط كيت   -2
بود  51-02 lμتيمار شدند. حجم كلی واكنش حدود  esagiL AND -4Tآنزیم ليگاز به نام 
,  یک  05-001 lμ/gnبا مجموع غلظت  )tresni(و قطعه دخولی  )rotcev(كه شامل حامل 
نزیم ليگاز، بافر مخصوص آنزیم ليگاز به مقدار مناسب و آب مقطر خواهد بود. نکته قابل واحدآ
(بر حسب  5 -01توجه این كه براي افزایش كارائی بهتر است نسبت غلظت مولی قطعه به حامل 
 مورد) باشد و یا می توان از این فرمول استفاده نمود. 
 
ویال به  ترانسفورم شد. iloc.Eاز باكتري  01POTبه درون سویه  noitagiLسپس مخلوط   -3
درجه شوک حرارتی داده شد تا قطعه ژن+  24ثانيه در دماي   09دقيقه در یخ و سپس  03مدت 
 (مرحله ترانسفورم كردن).د گرد iloc.Eوكتور  وارد باكتري 
كشت از محيط   052lµ مقدار سپس ویال را بلافاصله به درون ظرف محتوي یخ انتقال داده و   -4
كه فاقد  هرگونه  C.O.S )noisserper etilobataC htiw htorB lamitpO repuS(مایع 
درجه سانتيگراد  رسانده شده است، بر روي سلولها اضافه شد و  73آنتی بيوتيک بوده و به دماي 
 دور در دقيقه قرار گرفت.  002درجه سانتی گراد و شيک كمتر از  73ساعت در  1
 02-05آگار حاوي آنتی بيوتيک مورد نظر (كانامایسين)،  BLيت سپس در سطح یک پل  -5
ميکروليتر از سلولهاي ترانسفورم شده ریخته و با یک ميله فلزي ته گرد كه در روي شعله استریل 
ساعت در  42سپس پليت ها به مدت . و خنک شده است، سلولها در سطح پليت پخش گردید
 درجه سانتی گراد انکوبه شد  73
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گزینش اتفاقی كلونهاي رشد كرده بر روي محيط حاوي آنتی بيوتيک كانامایسين و  پس از  -6
تخليص پلاسميد آنها, مجدداً با قرار دادن پلاسميد نوتركيب در معرض برش دو آنزیم 
و خروج قطعه كلون شده ساختار هاي مناسب مشخص شدند و براي تائيد نهایی  IohX/IamS
و بررسی اندازه قطعات  )IHmaB ,InmX(ده مختلف تحت برش با آنزیمهاي محدود كنن
 ترانسفورم شدند.  392 KeH Tحاصله قرار گرفت. سرانجام كاست بيانی مذكور  به درون سلول
 
  T 392 KeHسلول یوکاریوتی   -12-2
كليه انسان  جنينی(مربوط به بافت   T 392 KeHبه منظور بيان پروتئين فروپورتين از سلول یوكاریوتيک
 استفاده شد. npF) براي بيان پروتئين yendik cinoyrbme namuH
 مقدار یک ویال از این سلول از بخش بانک سلولی انيستيتو پاستور تهيه گردید.
 
 T 392 KeHسلول های  -3-2شکل 
 
 بیان پروتئین  -22-2 
به منظور القاء مراحل زیر  npFZ-PFGEpپلاسميد نوتركيب حاوي ژن فروپورتين بعد از بدست آوردن 
 شد:  توليد پروتئين انجام
keHبه درون سلول هاي  npFZ-PFGEp ابتدا در روز قبل از ترانسفکت پلاسميد نوتركيب   -1
  mmتوسط لام نئوبار شمارش شده و در پليت    keHتعداد سلول  2,1×601، حدود  T 392
 73% با دماي 5 2OCریخته شد و در انکوباتور  IMPRمحيط كشت كامل  5 lmحاوي  06
 lm/U ، 2enimahtulg-L Mm محيط كشت كامل حاوي  داده شد.قرار  C°
 % بود.01 )SCF( mures flac latefو 001 µnicymotperts lm/g، 001nillicinep
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به منظور ترانسفکت كردن پلاسميد به درون  )negaiQ( tcefyloP در این تحقيق از كيت   -2
كار در شرایط كاملا استریل و زیر هود صورت گرفت. به این سلول استفاده شد. تمامی مراحل 
از استوک  4 gµمقدار  ، ساعت از  كشت سلول ها درون انکوباتور 42ترتيب كه بعد از گذشت 
 lµرسانده شد و سپس تا حجم  0/1  lµ/gµبه ETپلاسميد نوتركيب را برداشته و توسط بافر 
 افزوده شد. IMPRبه آن  051
از كيت ترانسفکت  04 tilµورتکس كرده و پس از گذشت چند ثانيه به آن  این مخلوط را  -3
 02-52دقيقه در دماي  01اضافه شد. این مخلوط را دوباره ورتکس كرده و به مدت  tcefyloP
 درجه نگهداري شد.
را با سمپلر بيرون كشيده و  KeHدر این فاصله محيط كشت رویی پليت حاوي سلول هاي  -4
 محيط كشت كامل كه تازه تهيه شده بود اضافه شد. 3 lmسپس به آن 
اضافه گردیده و بلافاصله به  tcefylopمحيط كشت كامل هم به مخلوط پلاسميد+  1 mlسپس   -5
 درون پليت خالی شد.
پليت را چندین بار دورانی تکان می دهيم تا مخلوطی یکسان ایجاد شود و در نهایت پليت     -6
ساعت قرار داده شد. در این مدت عمل  84به مدت  73 °Cدماي  دار در 2OCدرون انکوباتور 
رونویسی از ژن فروپورتين و سپس بيان پروتئين صورت خواهد گرفت. همانطور كه قبلا هم ذكر 
، این پروتئين خاصيت فلورسانت داشته و npFدر انتهاي پروتئين  PFGEشد، به علت وجود دم 
 فلوسایتومتري، قابل تشخيص است.از طریق ميکروسکوپ فلورسنت و دستگاه 
 
 تشخیص پروتئین فلورسانت  -32-2
ترانسفکت نشده  KeHساعت از ترانسفکت كردن سلول ها، پليت حاوي سلول  84بعد از گذشت  
ترانسفکت شده را از انکوباتور بيرون آورده شد و در زیر هود  KeHكشت شده و نيز پليت حاوي سلول 
از نوع چسبنده   KeHو كنار شعله محيط كشت رویی آن بيرون ریخته شد. چون سلول هاي
می باشند بنابراین توسط اسکرپر، سلول ها را از كف جدا كرده و چند قطره از این سلول  )tnerehda(
كمی روغن ایمرسيون روي لامل، سلول ها در زیر ميکروسکوپ ایمونو  ها را روي لام گذاشته و با ریختن
 فلورسانت با فلورسانت سبز رنگ دیده شدند. 
استریل به منظور شستشوي سلولها به درون  SBPمحلول  3 lmبه منظور انجام فلوسایتومتري، حدود  
ا كه مخصوص فلوسایتو متري لوله  شيشه اي مجز 2پليت ها ریخته شد. تمام محتواي پليت ها  به درون 
چرخش داده شد. سپس  0071دقيقه و دور  7است وارد گرده و در نهایت دو لوله در سانتریفيوژ  به مدت 
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به لوله اضافه شد. براي خواندن درصد  SBPاز محلول  006 lμمحيط رویی آن خارج شد و حدود  
ترانسفکت  KeHورسانت سلول هاي سلول هاي فلورسانت توسط دستگاه فلوسایتومتري ابتدا شدت فل
نشده به عنوان كنترل منفی (پایه) سنجيده شده و سپس شدت فلورسانت سلول هاي ترانسفکت شده با آن 
 مقایسه گردید. 
 
  npFآنالیز های بیوانفورماتیک روی پروتئین  -42-2
، توالی اسيد آمينه این پروتئين به نرم افزار آنلاین npFبه منظور مشخص كردن توپولوژي پروتئين 
 و نيز به نرم افزار هاي ( 0.2V MMHMTMMHMT/secivres/kd.utd.sbc//:ptth)
 و ( 1.3 cylGNteNres/kd.utd.sbc//:ptthcylGNteN/seciv )
 Nبه ترتيب براي یافتن ميزان  ( 1.3 cylGOteNcylGOteN/secivres/kd.utd.sbc//:ptth ) 
گليکوزیلاسيون داده شد. همچنين نتایج این بررسی با نتایج حاصل از دیگر محققين   Oگليکوزیلاسيون و
 مقایسه گردید.
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  ساخت نانوذرات -52-2
 ساخت استوک اصلی -1-52-2
از آب دیونيزه   05 lmاز هر كدام در  05 gmبراي ساخت استوک اصلی كلرید كلسيم و آلژینات، ميزان 
اسيد استيک حل  1%  آب دیونيزه حاوي 05 lmاز آن در  05 rgmحل شد. براي تهيه استوک كایتوزان، 
ر دو نوع پلاسميد از ه 072 gμ عبور داده شدند. ميزان 0/22 mμگردید. تمامی این استوک ها از فيلتر 
 ) نيز تهيه گردید. 03 gμ(براي هر موش  PFGEpو  npFZ-PFGEp
 و کایتوزان glA/ihC آلژینات  -متد ساخت نانوذرات کایتوزان -2-52-2
كه مناسب براي جذب توسط سلول هاي روده  001-004 mnبه منظور ساخت نانوذرات با اندازه بين 
به بار فسفات منفی  )N((نسبت بار آمين مثبت كایتوزان   P/N-1باشد، در نظر گرفتن مواردي مثل 
) glAبه  2lCaC (نسبت glA/2lCaC -3(ميزان آلژینات به كایتوزان)   ihC/glA-2)، )P(پلاسميد
) مهم بود. اپتيمایز كردن تمام این موارد قبلا توسط خانم laitnetoP ateZ( Zمحلول و بار  Hp -4
بود و در این  )9002 ,irozaG( ده داروسازي دانشگاه تهران انجام شدهدكتر ترانه گازري در دانشک
و  P/Nتحقيق با انجام چند آزمایش بر روي ساخت نانوذرات با در نظر گرفتن موارد متفاوتی از 
 5نيز كوچکترین اندازه نانوذرات مطابق با نتایج ایشان بدست آمد. پس با به كار بردن نسبت  ihC/glA
ساخت نانو ذره انجام شد. روش  5/3 HPو  glA/2lCaCبراي  0/2،  ihc/glAبراي  1،  P/Nبراي 
گروه موشی (هر  3ساخت با در نظر گرفتن نسبت هاي بالا براي دادن نانو ذرات به صورت خوراكی به 
 ) بدین ترتيب انجام گرفت. 4-2جدول(موش،  21گروه مجموعا 
 تجویز نانوذرات به آنهاتقسيم بندي گروه ها و مشخصات نوع  -4-2جدول 
 موش) 9( 3گروه موش) 9( 2گروه  موش) 9( 1گروه  
 glA/ihCنانوذرات  تجویز خوراکی
 حاوي پلاسميد 
به  npFZ-PFGEp
 03 rgnميزان 
 glA/ihC نانوذرات
 حاوي پلاسميد 
 به ميزان  PFGEp
 03 rgn
 ---------
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رسانده و  3lmاز استوک سدیم آلژینات را  با آب فيلتر شده به حجم   0612 lμدر ابتدا مقدار  -1
رسانده و   5 lmكلرید كلسيم را از استوک برداشته و با آب فيلتر شده به حجم  234lμ سپس 
بوده و تا  reritSكم كم به محلول آلژینات سدیم اضافه می كنيم. ارلن محتوي ساخت باید روي 
 توسط مگنت درون ارلن با هم مخلوط شوند.  پایان ساخت این مواد
دقيقه در  01ورتکس شده و  PFGEpاز پلاسميد  072 gμاز استوک كایتوزان با  0612lμ سپس -2
رسانده و كم كم  01 lmدماي آزمایشگاه نگهداري شد. سپس با آب فيلتر شده آن را به حجم 
 شد. از آن به محلول آلژینات/ كلرید كلسيم اضافه  05 lμحدودا  
در حين اضافه كردن كایتوزان/پلاسميد به ارلن حاوي الژینات و كلرید كلسيم، آب فيلتر شده نيز   -3
دقيقه  03به ارلن اضافه شد تا از بزرگ شدن اندازه نانوذرات جلوگيري شود. مخلوط حاصله 
 مانده تا هم بخورد. روش كار در مورد ساخت نانو ذرات حاوي پلاسميد reritSروي 
 نيز، به همين صورت انجام شد. npFZ-PFGEp
ثابت نگه داشت.   HOaN 0/1N توسط  5/3محلول را در حد  Hpدر تمام مدت آزمایش باید   -4
 از این حد منجر به متراكم شدن نانوذرات ها و یا بزرگ شدن سایز آنها می گردد.  Hpتغيير زیاد 
 nocimAسط دستگاه خواهد داشت تو 007 lmدر نهایت كل این محلول كه حجمی حدود  -5
 9 lmكه در كف آن قرار گرفته شده است تا حجم حدود  aDk 001 eropilliMحاوي فيلتر 
 تغليظ گردید. 
براي كار با این دستگاه پس از ریختن محلول حاوي نانو ذرات به درون آن و بستن در، از بالا  -6
از فيلتر عبور كرده و از شلنگ  001 aDkگاز نيتروژن به محلول فشار آورده و ذرات كوچکتر از 
قرار داشته و  reritSپایين دستگاه خارج می شود. در تمام مدت تغليظ نمونه، دستگاه روي 
 مگنت درون آن محلول را كاملا هم می زند.
) و محلول تغليظ شده را 52-2محلول خارج شده از دستگاه را براي محاسبه ميزان بارگزاري ( -7
 موش ها نگهداري می شود.   براي دادن گاواژ به
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 nocimAدستگاه  -4-2شکل 
 
 از طریق گاواژ وارد معده موش ها شد. 1lm از این محلول تغليظ شده در نهایت به ميزان  -8
در كنار ساخت نانوذرات كایتوزان/ آلژینات، نانوذراتی نيز فقط از جنس كایتوزان ساخته شد. متد ساخت 
 01قط كایتوزان با  مقدار لازم از پلاسميد ورتکس شده و پس از گذشت مثل بالاست با این تفاوت كه ف
 از آن به آب مقطر درون ارلن اضافه شد.  05 lμدقيقه كم كم حدودا  
 )ycneiciffe gnidaoL(تعیین میزان بار گذاری  -62-2
محلول ساخته شده را ابتدا با دستگاه  به منظور تعيين ميزان بارگذاري پلاسميد به درون نانوذرات،
، ميزان جذب نانوذرات را رسوب داده 00041با دور  retlif artlUتغليظ كرده و سپس در  nocimA
و نيز ميزان غلظت آن بر حسب  062/082  mnدر طول موج  رویی(پلاسميد) محلول  ANDنوري 
دستگاه نيز با استفاده از محلول حاوي  با دستگاه اسپکتروفوتومتر سنجيده شد. كاليبره كردن lμ/gμ
نانوذرات بدون وجود پلاسميد صورت گرفت( با این كار در حقيقت از جذب پليمرهاي كایتوزان و 
 الژینات صرف نظر می شود).
(پلاسميد) بار گذاري شده در نانوذرات با توجه به فرمول زیر محاسبه  ANDدر نهایت ميزان كل غلظت 
 گردید.
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  )lμ/gμ(غلظت كل پلاسميد استفاده شده   – )lμ/gμ(ميزان غلظت محلول رویی بعد از سانتریفيوژ                             
 ---------------------------------------------------------------=  )%EL(ميزان بار گذاري
                    )lμ/gμ(ل پلاسميد استفاده شده غلظت ك                                               
 
 تعیین خصوصیات نانوذرات -72-2
از این نانوذرات ساخته شده به دستگاه  2 lmمقدار  )laitnetop ateZ(براي محاسبه سایز و بار زتا 
 .oC nrevlaM( rezylanA eziS elcitraP gnirettacS dna sires SZ rezisateZ nrevlaM
داده شد. به منظور یافتن مورفولوژي نانوذرات مثل شکل و ميزان به هم چسبيدگی آنها براي دقت   )KU
براي تغليظ   )ASU ,.oC eropilliM K001-lecartlU( 51-artlU nocimAبيشتر از فيلتر هاي 
 نمونه استفاده شد.
دقيقه  02به مدت  0005 mprتوسط این فيلتر با دور  را از نانوذرات 1/5  lmبراي این منظور حدود 
سانتریفيوژ كردیم و سپس چند قطره از نانوذرات تغليظ شده روي لام خشک شد. سپس این لام ها  در 
 MESشرایط خلاء توسط لایه اي از طلا روكش شده و توسط ميکروسکوپ الکترونی اسکنر
 برداري شد. در دانشکده فنی مهندسی دانشگاه تهران عکس   )egdirbmaC Vk 01( PV 5541OEL
 
و تعیین میزان ثبات یا پایداری glA/ihC  آلژینات  -متد ساخت نانوذرات کایتوزان -82-2
 در محیط آبی توسط الکتروفورز با ژل آگارز نانوذرات
(حدود حجم چاهک ژل) اندازه نانوذرات  05 lμدر این مرحله بدليل ساخت نانوذرات در حجم پایين 
مد بنابراین هرچه غلظت پلاسميد استفاده شده در ساخت نانوذرات كمتر ساخته شده بزرگتر بدست می آ
كمتر خواهد بود و در   05 lμباشد، به همان نسبت غلظت كایتوزان و الژینات لازم براي ساخت در حجم 
نهایت سایز ذرات كوچکتر خواهد شد. به منظور تعيين حداقل پلاسميد قابل دید در ژل، غلظت هاي 
 gn) در ژل آگارز الکتروفورز گردید. سپس با حداقل ميزان پلاسميد (3-06 rgnميد ( از مختلف از پلاس
سري نانو ذرات ساخته شدند كه در فواصل زمانی  4مطابق با فرمولاسيون گفته شده،  05 lμ) در حجم 3
 ساعت بود.  8و  7، 5، 2
 مراحل ساخت بدین ترتيب است: 
 ورتکس می گردد. 5,1  lmاز الژینات در اپندوف  59,1 lμاز آب فيلتر شده با  02 lμ -1
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 به اپندورف حاوي الژینات اضافه شده و به خوبی ورتکس شد. 2lCaC 0/32 lμسپس  -2
 كایتوزان ورتکس شد. 59,1 lμاز آب فيلتر شده به همراه   02 lμدر اپندورف دیگري مجددا   -3
 01رتکس گردید. این مخلوط به مدت پلاسميد اضافه شد و و 3 gnبه اپندورف حاوي كایتوزان،  -4
 دقيقه در محيط آزمایشگاه باقی ماند.
پلاسميد اضافه شده، ورتکس می گردد.  –از الژینات به اپندورف حاوي كایتوزان  5 lμسپس  -5
 پلاسميد اضافه شود. –دیگر تا اینکه تمام الژینات به اپندورف حاوي كایتوزان  5 lμمجددا 
 ساعت انجام می گيرد. 8و  7، 5، 2نی این ساخت ها به فواصل زما -6
مخلوط شده و به  eyd gnidaolاز  6 lμسپس هر كدام از اپندورف هاي حاوي نانوذرات ساخته شده با 
ساعت  1طور مجزا از هم در چاهک هاي بزرگ ایجاد شده در ژل آگارز ریخته شد. الکتروفورز به مدت 
 صورت گرفت. 011  Vو در ولتاژ 
 
 موش  -92-2
 8الی  6بودند كه  c/BLABخالص   ٔ‌تمامی موش هاي استفاده شده در این پایان نامه، موشهاي ماده
 هفته سن داشتند.
 
 انگل  ٔ سویه -03-2
می باشد كه  RE/57/RI/OHRMانگل ليشمانيا ماژوري كه براي چالش موش ها استفاده شده سویه 
سانتی گراد در   ٔ‌درجه 42الی  32یک نوع ليشمانيا ماژور جدا شده از ایران است. انگل ها در دماي 
به عنوان فاز  IMPRشامل فاز جامد و محيط  NNN  )ellociN-laeNcaM-yvoN(محيط كشت 
 مایع كشت داده شدند.
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 کشت انگل لیشمانیا ماژور-13-2
سانتی   ٔ‌درجه 73كرایو محتوي انگل از تانک ازت مایع خارج شده و در بن ماري   ٔ‌ابتدا لوله -1
 گراد ذوب شد.
ميلی  5ميلی ليتري محيط كشت حاوي  5انگل مورد نظر به فلاسک   ٔ‌ميکروليتر از سویه 005  -2
منتقل می شود. نهایتاً دو ميکروليتر از آنتی بيوتيک هاي پنی سيلين و   SCF% 01+  IMPRليتر 
 رپتومایسين به محتویات محيط كشت اضافه می گردد. است
 سپس درب فلاسک را محکم بسته و تاریخ شروع كشت روي لوله یادداشت شد. -3
قبل از اینکه فلاسک به انکوباتور منتقل شود،  زیر ميکروسکپ نوري  بررسی می شود تا از زنده   -4
 بودن انگل هاي كشت داده شده اطمينان حاصل شود. 
سانتی گراد كه مناسب براي كشت انگل   ٔ‌درجه 52-32كشت، فلاسک را به انکوباتور  براي ادامه -5
 است انتقال می یابد. 
براي شروع كشت اصلی، انگل ها با مقدار معين یک ميليون در ميلی ليتر پاساژ داده می شوند.  -6
 ) retemotycomeh ( reuabueN براي این منظور قبل از پاساژ دادن، با استفاده از لام نئوبار
سه بار شمارش انجام داده تا از ميزان صحيح انگل اطمينان حاصل شود. قبل از شمارش فلاسک 
به خوبی ورتکس گردیده تا انگل ها به خوبی از هم جدا و كاملا یکنواخت گردند. در غير این 
 شمارش صحيح نخواهد بود.  ٔ‌صورت نتيجه
نهایتاً، تاریخ پاساژ و ميزان انگل كشت داده شده را روي فلاسک نوشته و  به انکوباتور منتقل می  -7
شود. این روز را به عنوان روز صفر در نظر گرفته و هر روز با استفاده از لام نئوبار انگل ها 
 شمارش می گردد. این كار براي كشيدن منحنی رشد لگاریتمی انگل لازم می باشد. 
لاً پنج تا هفت روز طول می كشد تا انگل ها به فاز ایستا برسند. البته این حالت بسته به معمو -8
گونه هاي مختلف انگل و شرایط كشت آن ها تغيير می كند. معمولاً از روز سوم به بعد ميزان 
 انگل بسيار زیاد شده و براي شمارش نياز به رقيق كردن انگل براي شمارش وجود دارد. 
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 ماده سازی انگل برای تزریقآ -23-2
ميلی ليتري جدیدي منتقل  51  ٔ‌ابتدا انگل هاي درون فلاسک كشت را ورتکس كرده و  به لوله -1
دقيقه سانتریفيوژ گردید تا انگل ها  51براي  4 C°و دماي  0004 mprمی شود. سپس در دور 
 رسوب كنند.
 شد.سانتی گراد سانتریفيوژ   ٔ‌و چهار درجه 0001mpr سپس براي دو دقيقه در  -2
محلول روئی حاصل از سانتریفيوژ را دور ریخته و به انگل هاي ته نشين شده حدود یک ميلی  -3
 اضافه می كنيم و با لام نئوبار شمارش انجام می شود. IMPRليتر محيط 
 انگل لازم می باشد. لذا 000001ميکروليتر از این محلول حاوي  05براي تزریق به هر موش   -4
 ميليون در ميلی ليتر می رسانيم.  2غلظت انگل ها را به 
 c/BLABتزریق انگل لیشمانیا به موش  -33-2 
 مواد و وسایل لازم برای تزریق انگل لیشمانیا ماژور:
 پروماستيگوت هاي فاز ایستا انگل ليشمانيا  -
 c/BLAB  ٔ‌موش ماده  -
 سرنگ انسولين براي تزریق انگل -
ميکرو ليتر انگل  به صورت زیر جلدي به پنجه كف پاي موش تزریق می گردد. براي هر بار تزریق،  05
لوله محتوي انگل را دو الی سه بار وارونه كرده تا هم از ته نشين شدن انگل جلوگيري گردد و هم تعداد 
می  03Gه می شود انگل وارد شده به هر پا یکنواخت باشد. سرنگ انسولينی كه براي این هدف استفاد
 باشد و طول سوزن آن هشت ميلی متر است.
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 c/BLABتزریق انگل لیشمانیا به موش  -5-2شکل 
 
 طراحی بررسی روی موش ها -43-2
عدد موش بود. همه گروهها   81گروه تقسيم شدند كه هر گروه شامل  3به  c/BLABموش هاي 
 gla/ihcليشمانيا ماژور را به عنوان عفونت در پاي راست عقبی دریافت كردند. به گروه اول نانوذرات 
-PFGEpحاوي پلاسميد فقط gla/ihc  نانوذراتنيز و به گروه دوم  npFZ-PFGEpحاوي پلاسميد 
 كه به عنوان كنترل فرض شده بود هيچ نانوذراتی را دریافت نکردند. 3گاواژ شد. گروه  1N
موش از هر گروه براي سنجش سایتوكاین، بار انگلی و  6بعد از تزریق نيز تعداد  54و  03در روزهاي 
 خون گيري به منظور انجام دیگر آزمایشات (هماتوكریت و سنجش آهن خون) كشته شدند. خلاصه كار
 آمده است. 4-2در جدول 
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 گاواژ کردن نانوذرات به موش -6-2شکل
 
 تا مهار شود. به منظور گاواژ كردن موش ها ابتدا موش را با دست چپ از پشت گوش آن گرفته
ميله گاواژ  تا انتهاي سر خميده آن وارد  با دست راست روبروي خود قرار داده و سپس سپس موش را
به درون معده موش وارد شد. وارد كردن ميله گاواژ به درون  1lm  دهان موش كرده و حجم حدود 
و محلول نانوذرات نيز از دهان موش به  نشودموش زخمی  مريدهان موش باید تا اندازه اي باشد كه 
 بيرون بر نگردد.  
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 برنامه ریزی آزمایشات    -5-2جدول 
 3گروه 2گروه   1گروه  
 هزار انگل 001 هزار انگل 001 هزار انگل 001 تزریق انگل (هفته اول)
(هفته  1تجویز خوراکی
 اول)
حاوي  glA/ihCنانوذرات 
 npFZ-PFGEp پلاسميد 
 03 rgnبه ميزان 
حاوي  glA/ihCنانوذرات
 به ميزان PFGEp پلاسميد 
 03 rgn 
 ---------
(هفته  2تجویز خوراکی 
 دوم)
 --------- // //
(هفته  3تجویز خوراکی
 سوم)
 --------- // //
(هفته  4تجویز خوراکی
 چهارم)
 --------- // //
عدد براي اندازه گيري  3 )03باز کردن موش (روز 
 3و  γ-FNIو  01LI، 4LI
 عدد براي سنجش بار انگلی
عدد براي اندازه گيري  3
 3و  γ-FNIو  01LI، 4LI
 عدد براي سنجش بار انگلی
عدد براي اندازه گيري  3
 γ-FNIو  01LI، 4LI
عدد براي سنجش بار  3و 
 انگلی
 // // // )54باز کردن موش (روز 
 
سير عفونت با اندازه گيري هفتگی   ٔ‌پيشرفت بيماري در سراسر آزمایشات تحت نظر بود و مشاهده 
توسط دستگاه ضخامت سنج كاليپر انجام گردید. براي مقایسه ضخامت پاي موش  ضخامت پاي جانور
هفته بعد از عفونت  01استفاده شد. ضخامت پاي جانور تا  tnedutS tset-tهاي سه گروه از آزمون 
موش از هر گروه كشته و از نظر  6روز پس از تزریق ليشمانيا ماژور  54و  03  ٔ‌دنبال  گردید و به فاصله
و نيز بار انگلی، هماتوكریت و   ASILEو اینترفرون گاما به روش 01، 4سایتوكاین هاي اینترلوكين  بيان
 ميزان آهن خون شان مورد بررسی قرار گرفتند.
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 دستگاه ضخامت سنج -7-2شکل 
 اندازه گیری میزان هماتوکریت  -53-2
اشغال می كنند را هماتوكریت  مقدار درصد حجمی كه گویچه هاي قرمز پس از سانتر یفيوژ كردن خون
گویند. به عبارت دیگر هماتوكریت عبارت است از نسبت حجم گلبولهاي قرمز فشرده شده به حجم خون 
 تام كه بر حسب در صد گزارش می شود.
(هپارینه) استفاده شد. داخل این لوله ها آغشته  براي تعيين هماتوكریت از لوله هاي موئينه ضد انعقاد دار
ضدانعقاد هپارین هستند. وجود حلقه قرمز رنگ در بالاي لوله مشخصه آنهاست. روش كار بدین  به ماده
 صورت بود كه:
ابتدا نوک لوله از طرف حلقه قرمز را كمی در سينوس خونی بالاي چشم موش فشار داده تا خون  -1
 خارج شود و دو سوم لوله موئينه از خون پر شود.
تا خون از لوله خارج نشود. نوک لوله موئينه  ‌شت نشانه بستهسپس طرف دیگر لوله را توسط انگ  -2
 با فرو بردن در داخل خمير مخصوص مسدود می شود.
در دقيقه) طوري قرار داده شد  0002دقيقه و دور  5لوله موئينه در دستگاه سانتریفيوژ (به مدت   -3
رار گيرد. صفحه كه نوک بسته شده لوله به طرف خارج و سر باز لوله بطرف داخل دستگاه ق
 محافظ دستگاه را بسته شده و دستگاه روشن می گردد.
پس از اتمام سانتریفيوژ لوله موئينه را از آن خارج می كنيم و خون داخل لوله  موئينه را كه به   -4
یک لایه خيلی نازک سفيد رنگ  -2گویچه هاي قرمز متراكم.  -1سه قسمت تقسيم شده است (
پلاسماي خون) را روي خط كش -3چه هاي سفيد و پلاكت ها. به نام بافی كت شامل گوی
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مخصوص قرار داده و با حركت لوله روي خط كش وضعيتی را به وجود آورده می شود كه فصل 
 و آخرین سطح پلاسما روي عدد صد قرار گيرد. ‌مشترک بين خمير و خون روي عدد صفر
ن درصد هماتوكریت می باشد. در عددي كه طول ستون گویچه هاي قرمز رانشان می دهد، هما -5
 درجه به صفحه نگاه كرد 09تمام مراحل خواندن هماتوكریت باید از بالا با زاویه 
 
 خون گیری از سینوس چشم موش به منظور تعیین آهن سرم خون -63-2
قبل از كشتن موش ها عمل خون گيري از سينوس چشم موش به منظور تعيين آهن خون انجام گرفت. 
 )11-2(شکل 
تا   -02 C°) جدا و در دماي 0005دقيقه دور در  51پس از تشکيل لخته، سرم ها توسط سانتریفيوژ (
 زمان تعيين مقدار آهن آن نگهداري شد. 
 noisbrosba cimotAتعیین میزان آهن پلاسما با روش اسپکتروسکوپ جذب اتمی   -73-2
 ypocsortceps
این دسنگاه فلزات را در حالت یونی و یا سوسپانسيون آزاد در محلول اندازه گيري می كند و در حقيقت 
با استفاده از طيف جذبی عنصر در حالت برانگيخته ميزان غلظت آن را می سنجد. روش كار دستگاه 
دستگاه  دركل به این صورت است كه ابتدا محلول (سرم موش) توسط یک سمپلر تعبيه شده در خود
) پاشيده می شود و سپس جذب نور حاصل از یک 0032°Cكشيده شده و به داخل شعله استيلن (دماي 
لامپ كاتودیک (مخصوص آهن) بوسيله اتم هاي آهن برانگيخته، توسط سيستم نورسنجی اندازه گيري 
 می شود. 
هناي موج و پ 842/3  °Aدر این تحقيق  طول موج حاصل از لامپ كاتودیک روي طول موج  -1
 hsA lerraJ omrehTدر دستگاه جذب اتمی  8 Amو جریان لامپ روي  0/3 mn
 تنظيم شد. )zzejtfeiH -htimS(
استفاده می  )N-baLurT(براي كاليبره كردن دستگاه از آب دیونيزه و  سرم خالص انسانی   -2
اضافه شده و به آب دیونيزه  5 lmویال از آن ميزان  1شود. براي آماده سازي سرم انسانی، به 
منظور حل شدن كامل سرم، نيم ساعت در محيط آزمایشگاه قرار داده می شود. پس از اینکه سرم 
با آب دیونيزه رقيق شده و ورتکس  01به  1انسانی آماده شد، تمامی نمونه هاي سرم موشی نيز 
 می گردد.
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يزه و سرم خالص چندین بار متوالی عدد خوانده شده توسط دستگاه جذب اتمی با آب دیون -3
براي  0/90 -0/1  mppبراي آب دیونيزه و غلظت  0 mppانسانی امتحان می شود تا در غلظت 
 سرم انسانی  ثابت بماند. 
در این حالت دستگاه كاليبره بوده و سپس نمونه هاي سرم موشی براي سنجش آهن آن به سرعت  -4
 به دستگاه داده شد.
 yassa enikotyCتولید سایتوکاین ها بررسی  -83-2
 ortiv niغدد لنفاوي منبع ذخيره گرانولوسيت ها و لنفوسيت ها است. هنگامی كه لنفوسيت ها در شرایط
با آنتی ژنی كه قبلا با آن تماس داشته اند تحریک شوند، تکثير می یابند. روش كار بدین صورت است  
 كه
ش ها، غدد لنفاوي موجود در كشاله بعد از خوراكی دادن نانوذرات به مو 54و  03ابتدا در روز  -1
و با كمک توري و  )9-2شکل (ران سمت راست موش (سمت تزریق شده) را بيرون آورده 
%، پنی 1گلوتامين  -L%، 01 SBFمحيط كشت كامل (شامل  2 lmسرنگ، در پليت حاوي 
 %) سوسپانسيون یکنواختی از سلول ها تهيه شد. 0/1سيلين + استریپتومایسين 
رسانده  IMPRتوسط  01 lmریخته شده و به حجم  51ن سوسپانسيون درون فالکون سپس ای  -2
 می شود.
، محيط كشت رویی بيرون ریخته شده و رسوب 0071با دور  4° Cبعد از سانتریفيوژ در دماي   -3
 رسانده می شود. 01 lmجدا شده و دوباره به حجم  51سلول ها از كف فالکون 
) كه با هم حجم خود از رنگ تریپان بلو مخلوط 01 lμسپس حجم مشخصی از نمونه (حدود   -4
شده است شمارش می شود و تعداد لنفوسيت هاي زنده در زیر ميکروسکوپ نوري و با كمک 
  ). نحوه شمارش روي لام از این فرمول تعيين می گردد.01-2لام نئوبار شمارش گردید. (شکل 
 در سانتی متر مکعب سلول= تعداد 01×  2× 01 4×  5× خانه  5مرده شده در تعداد سلول هاي ش 
عکس  2منظور می شود. عدد  01 lmبه علت رساندن فالکون به حجم  01دراین فرمول به ترتيب عدد 
تعداد سلول هاي شمرده شده در حجم ميلی متر مکعب را به سانتی متر مکعب  401رقت بوده و عدد 
 خانه است.  5نشان دهنده  5تبدیل می كند. عدد 
سانتریفيوژ شده، محيط رویی را  0071با دور  4° Cپس از شمارش مجددا سلول در دماي   -5
نسبت سلول هاي زنده شمارش شده در مرحلا قبل رقيق سازي با  بيرون ریخته و سپس به
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 601صورت گرفته تا غلظت نهایی سلول ها در فالکون به  IMPRاستفاده از محيط كشت كامل 
خانه اي كه به  42سلول در هر ميلی ليتر برسد. سپس سوسپانسيون سلولی جهت كشت به پليت 
مليون سلول به هر  2ست، افزوده می شود (محيط كشت كامل اضافه شده ا 1 lmهر ول آن 
 ول).
 ) 11-2به چاهک هاست (شکل  A-noCمرحله بعدي افزودن آنتی ژن ليشمانيا و  
  
  
 67
 
 مکان نگهداری مو شها  -8-2شکل                                             
 
 
بیرون آوردن غده لنفاوی از کشاله سمت راست  -9-2شکل
 موش
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 خانه های لام نئوبار  -01-2شکل
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 خانه به منظور سنجش سایتوکاین 42نحوه تقسیم بندی پلیت -11-2شکل 
 
همانطور كه در شکل هم مشخص است به عنوان مثال به سلول هاي لنفوسيتی ستون اول چاهک هيچ 
ژن  آنتی 04μ lو  03lμآنتی ژنی اضافه نشد (كنترل منفی). به ستون دوم و سوم به ترتيب 
این ميزان  را براي تحریک اختصاصی سلول هاي لنفوسيت اضافه می شود.  )negitna elohw(ليشمانيا
 04lμ نيز 4ستون می باشد.  negitna elohwاز  57 llew/rgμو  52 llew/rgμبه ترتيب معادل با 
نتی ژن غير دریافت می كند. این آنتی ژن در حقيقت نوعی آ 0/1 lm/gmبا غلظت  A-noCآنتی ژن 
 است كه همه نوع سلولی را تحریک كرده و به عنوان كنترل مثبت عمل می كند.  (مایتوژن) اختصاصی
نگهداري می شود و در  2OC% 5درجه و  73ساعت در انکوباتور  27سپس پليت به مدت  -6
 نهایت مایع رویی هر خانه براي اندازه گيري سایتوكاین ها جمع آوري می گردد.
 
 اندازه گیری سایتوکاین ها به روش الایزا -93-2
 hciwdnaSو اینترفرون گاما) از شيوه 01، 4در این مطالعه براي اندازه گيري سایتوكاین ها (اینترلوكين 
استفاده شد. اساس كار در این روش به این صورت است كه ابتدا آنتی بادي ضد سایتوكاین به   ASILE
آنتی بادي هاي اضافی كه اتصال نيافته اند با شستشو خارج ل یافته و خانه اي) اتصا 69فاز جامد (پليت 
یا اینترفرون گاما می  01، 4سپس آنتی ژن مورد نظر كه همان سوپ سلولی حاوي اینترلوكين می شود. 
باشد، اضافه می شود تا به آنتی بادي متصل شود. در مرحله بعد آنتی بادي متصل به بيوتين (اختصاصی 
كاین مورد نظر) اضافه گشته تا به كمپلکس مربوطه (قسمت اپی توپ آن) متصل شود و در براي سایتو
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اصل شکل ساندویچ مانندي ایجاد می شود. سپس پليت دوباره شسته می شود تا آنتی بادي هاي اتصال 
ترا سپس سوبسنيافته جدا شوند. سرانجام معرف پراكسيداز متصل به ملکول استرپتاویدین اضافه می گردد. 
ایجاد رنگ آبی  BMT) اضافه شده و رنگ آبی ایجاد می گردد (تاثير پراكسيداز روي 2O2H /BMT(
فوریک متوقف شده، رنگ واكنش به زرد تغيير می لسپس این واكنش با اضافه كردن اسيد سومی كند). 
 و در نهایت این شدت رنگ با دستگاه الایزا ریدر خوانده می شود.    دیاب
 
 شمای کلی روش الایزا    -21-2شکل 
 
 سنجش اینترفرون گاما -1-93-2
روز بعد از تزریق انگل، سلول هاي غده لنفاوي موش در پليت كشت داده شده و پس از  54و  03
  -07°Cروز بعد مایع رویی هر چاهک جمع آوري شده و در دماي  3تحریک این سلول ها با آنتی ژن، 
 نگهداري شد.جهت اندازه گيري سایتوكاین ها 
به صورت زیر  )metsySdeM redneB(اندازه گيري سایتوكاین ها طبق دستور كار كارخانه سازنده 
 انجام گرفت.
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آنتی بادي ضد اینترفرون گاماي موشی (با غلظت نهایی  001 lμ: مقدار gnitaoCمرحله  -1
قرار  4 C°ي ) به تمامی چاهک هاي پليت الایزا وارد و پليت به مدت یک شب در دما5 lm/gμ
 داده شد.
 lμمقدار   )SBP + neewT(: پس از شستشوي چاهک ها با بافر شستشوgnikcolBمرحله  -2
بافر بلوک كننده بر چاهک اضافه شد تا تمامی جاهاي خالی از جداره پليت كه آنتی بادي به  052
 داده شد. ساعت در دماي آزمایشگاه قرار 2آن متصل نشده است را بپوشاند. سپس پليت به مدت 
بافر رقيق كننده به  05lμ از نمونه با  05 lμبار شستشوي چاهک ها با بافر شستشو  2پس از  -3
آنتی بادي كنژوگه به بيوتين به هر چاهک اضافه شد. سپس روي پليت را پوشانده و  05 lμهمراه 
 قرار داده شد.  002 mprساعت روي شيکر  2به مدت 
استرپتاویدین حاوي پراكسيداز به هر  001 lμبار شستشوي چاهک ها با بافر شستشو،  4پس از  -4
 ساعت در دماي آزمایشگاه قرار داده می شود. 1چاهک اضافه كرده و 
دقيقه در مکانی تاریک قرار  01اضافه شده و   BMTسوبستراي 001 lμبعد از شستشوي مجدد،  -5
 داده می شود.
) به هر چاهک اضافه می 4 Nماده متوقف كننده (اسيد سولفوریک 001 lμجهت توقف واكنش،  -6
 شود.
 خوانده شد. 054 mnرنگ حاصل با دستگاه ریدر الایزا در طول موج  -7
براي   lm/gp 4201و  215، 652، 821، 46، 23، 61، 0منحنی استاندارد با رقت هاي متوالی  -8
 گاما و بر اساس جذب نوري، رسم گردید.  فروناینتر
در آزمایش انجام شده به منظور سنجش و مقایسه سایتوكاین هاي بين گروه هاي مختلف از  -9
بدست آمده  DOبه این شکل عمل شد كه پس از رسم منحنی استاندارد، c/BLAB موش هاي 
جایگذاري شده و غلظت  b + xa = yدر نمونه هاي مجهول درون معادله    ASILEاز روش  
 بدست آمد.   lm/gpنمونه ها بر حسب 
  4سنجش اینترلوکین  -2-93-2
و مشابه با  )metsySdeM redneB(طبق دستور كار كارخانه سازنده آن  4اندازه گيري اینترلوكين 
از  gnitaoCروش انجام شده در تعيين اینترفرون گاما صورت گرفت. با این تفاوت كه در مرحله 
استفاده  nietorP dradnatS 4-LI esuoM و در تهيه استاندارد از 4-LI esuom-itnA gnitaoC
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براي  lm/gp 942/6و  421/8، 26/4، 13/2، 51/6، ، 3/9، 0شد و منحنی استاندارد با رقت هاي 
 رسم شد. 4اینترلوكين 
 01سنجش اینترلوکین  -3-93-2
و اینترفرون گاما و طبق دستور كار كارخانه سازنده آن  4نيز همانند اینتر لوكين  01اندازه گيري اینترلوكين 
-itnA gnitaoCاز  gnitaoCانجام گرفت. باز این تفاوت كه در مرحله  )metsySdeM redneB(
د منحنی استفاده ش nietorP dradnatS 01-LI esuoMو در تهيه استاندارد از  01-LI esuom
 تهيه شد. 01براي اینترلوكين  lm/gp 6942، 8421، 426، 213، 651، 87، 93، 0استاندارد با رقت هاي 
 )DL(  noitulid gnitimiLاندازه گیری بار انگلی یا  -04-2
 اندازه گيري بار انگلی بدین صورت انجام می گيرد كه: 
 3) تعداد اندازه گيري سایتوكاین ها زموناز تاریخ تزریق انگل (همزمان با آ 54و  03در روزهاي  -1
 موش از هر گروه را كشته و گره لنفاوي موجود در كشاله ران موش ها بيرون آورده می شود. 
محيط كشت كامل، سوسپانسيون  2 lmبا له كردن این گره ها روي مش فلزي درون پليت با  -2
زان سلول هاي هر مي سایتوكاین، اندازه گيري یکنواختی از آنها تهيه می شود. سپس همانند روش
 گروه را با لام نئوبار شمرده و به عنوان استوک اصلی فرض می شود. موش در هر
به صورت جداگانه رقت دهی سریال  در نهایت از این سوسپانسيون استوک اصلی براي هر نمونه  -3
 ) رقت داده شد.31 -2لوله (مطابق شکل  21برابر در  01
 
 نحوه کلی رقت دهی به سلول ها در آزمون بار انگلی شمایی از  -31-2شکل
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محيط كشت   0081 lμهمانطور كه در شکل مشخص می باشد، لوله شيشه اي اول از سمت چپ حاوي  
از آن را با سمپلر  002 lμاز استوک اصلی سلول ها ست. پس از شيک كردن لوله، ميزان  002lμ كامل و 
از آن  002 lμبرداشته و در لوله دوم خالی می شود. سپس لوله دوم شيک شده و با سر سمپلر جدید، 
 وارد می كنيم. 3برداشته و به لوله 
بيرون می ریزیم تا  21از لوله  002 lμلوله انجام داده و پس از اتمام،  21این كار را براي هر   -4
 شود. 002 lμقيه لوله ها حجم آن هم مطابق با ب
 خواهد داشت. 1/ 2101و در نهایت لوله آخر رقت  1/001، لوله دوم رقت 1/01در حقيقت لوله اول رقت 
هر از هر لوله ریخته می شود.  002 lμخانه اي،  69پس از اتمام رقت دهی، به درون هر ول  -5
يت براي اندازه پل 9پليت مخصوص یک موش است. در حقيقت در هر دوره كارف مجموعا 
 گيري بار انگلی وجود دارد.
مخصوص كشت انگل قرار می گيرد تا انگل  42  C°روز درون انکوباتور  7این پليت به مدت  -6
  .ها رشد نمایند
این ( شدانگل زنده بررسی  وجود و یا عدم وجودتمام خانه هاي پليت از لحاظ  7سپس در روز   -7
). اگر حتی یک انگل زنده هم در ول دیده شود، گرفتصورت  trevniتوسط ميکروسکوپ  كار
 آن ول + فرض می شود. 
در نهایت رقت هاي پاسخ دهنده با توجه به تعداد كل سلول ها (كه در روز اول با لام نئوبار  -8
آناليز  SASدر برنامه  MPHSتوسط برنامه مدل تعداد چاهک هاي منفی شمارش شده بود) و 
 شدند.
در حقيقت رقت هایی می باشند كه آن ستون از پليت  )puorg gnidnopseR(رقت هاي پاسخ دهنده 
قرار  از وجود انگل باشد. این  رقت ها بين ستون هاي كاملا مثبت و یا كاملا منفی -داراي علامات + و 
 .)71-2دارند (شکل
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ستون ول مربوط  تعیین ول های مثبت و منفی بر حسب وجود و یا عدم وجود انگل در ول های پلیت.  -41-2شکل 
همانطور که در شکل مشخص می باشد، رقت می باشد.  1/2101و ستون آخر مربوط به رقت  از انگل 1/01به رقت 
باشد. رقت های پاسخ دهنده در اینجا، ستون  می 11رقت کاملا منفی مربوط به ستون  و 7کاملا مثبت مربوط به ستون 
 می باشند. 01و  9و  8های 
 
پایه ریزي شد و آناليز آماري  )5891( .late sutiTلازم به ذكر است كه این روش كار بر اساس تکنيک 
 می باشد. )7891( llewsaT MPHSنيز بر اساس مدل 
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 3
 جینتا
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 استخراج شده به روش اسپکتروفوتومتری ANRارزیابی کمیت  -1-3 
بوسيله اسپکتروفوتومتر  062/082 mn استخراج شده در طول موج ANRبدین منظور نسبت جذب 
بود براي انجام مراحل بعدي انتخاب  1/8 –2محاسبه گردید و نمونه هایی كه این نسبت براي آنها 
  گردید. 
 oinaD-Rو  oinaD-Fارزیابی کیفیت پرایمرهای  -2-3
-3پلی آكریلاميد الکتروفورز شد(شکل 51از هر پرایمر در ژل % 01  lom Pبراي این منظور مقدار       
). وجود یک باند بدون اسمير نشان دهنده ساخته شدن كامل پرایمر و وجود اسمير نشانه انباشته شدن 1
 پرایمرهاي خردشده می باشد. 
 
 
 
 
 
                                           
-R: پرایمر 2, ستون  oinaD-F: پرایمر 1.ستون 51ارزیابی کیفیت پرایمرها بر ژل پلی آکریلامید % -1-3شکل 
   oinaD
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 بوسیله الکتروفورز روی ژل آگارز RCPارزیابی محصولات  -3-3
) به منظور مشاهده نتيجه عمل تکثير، مقدار 8-2( npFژن  ANDcبرروي RCPپس از انجام عمل       
مخلوط شده و در كنار ماركر در ژل  reffub gnidaolاز  2lμاز محصول واكنش بطور جداگانه با  5lμ
دهنده تکثير قطعه اي با اندازه مورد انتظار  الکتروفورز شدند. نتيجه حاصل نشان rBtEآگارز حاوي  1%
 ). 2-3بود (شکل )1/7 bk(
 
,  001 pb: مارکر1ز سمت راست ستون . npfبر روی ژن  RCP-TRارزیابی دو محصول  واکنش  -2-3شکل
 )2و  1/5gµ (  ANDcبا دو غلظت مختلف از   RCP: محصول 3و  2ستون
  RCPبررسی الگوی آنزیمی محصول تخلیص شده  -4-3
،  عمل هضم آنها توسط دو آنزیم RCPبمنظور اطمينان از صحت ژن تکثير شده, پس از انجام واكنش    
) و محل 4171pb ( RCPبطور جداگانه صورت گرفت. با توجه به طول محصول  IHmaBو  InmX
, مشاهده 1/5الف), پس از الکتروفورز بر روي ژل آگارز % -3-3برش این دو آنزیم بر روي آن (شکل 
دو مورد داراي اندازه هاي پيش بينی شد كه قطعات حاصل از برش ژن تکثير شده با این دو آنزیم در هر 
 ب). -3-3شده می باشند (شکل 
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  npFمحل شناسائی  تمامی آنزیم ها بر روی ژن  -الف-3-3شکل                 
) مشخص شده است و دو قطه 5601و  446 pbبا خطوط نقطه چين ( InmXدو قطعه حاصل از برش با 
 ) نشان داده شده است.3801و  626 pbکسره (یبا خطوط  IHmaBحاصل از برش با 
 
  npFبر روی ژن  RCPالگوی آنزیمی محصول واکنش  -ب-3-3شکل
را  446و  5601  pbو ایجاد دو قطعه  InmXهضم با آنزیم  1می باشد. ستون  001 pbماركر  2ستون 
 را نشان می دهد.  626و   3801pb و ایجاد قطعات  IHmaBهضم با آنزیم  3نشان می دهد. ستونهاي 
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 npFدارای قطعه   OPOTغربال کردن کلنی های حاوی پلاسمید  -5-3
و ترانسفورم آن به  npf و ژن تکثير شده  OPOTبين پلاسميد noitagiLپس از انجام فرایند       
حاوي آنتی بيوتيک كانامایسين انتخاب  raga BL, كلنی هاي روي محيط iloc.E 01POTباكتریهاي 
، براي OPOT-npFشده و شماره گذاري شدند. به منظور غربال كردن كلنی هاي حاوي ساختار صحيح 
 1روي ژل آگارز % RCPاز محصول نهایی  8 µlساده گذاشته شد. سپس  RCPهر كدام یک 
جفت بازي بودند، به  0071ود الکتروفورز شده و پلاسميدهایی كه به نظر می رسيد داراي قطعه حد
 ). 4-3منظور تائيد نهائی با آناليز آنزیمی انتخاب شدند (شکل
 
 
 
 
 
 
 
 از کلنی های روی محیط کشت  RCPالکتروفورز محصولات  -4-3شکل 
را نشان می دهد. ستون های   reddal001pb ستون موجود در انتهای سمت راست و چب در بالا و پایین ژل  4  
و 02و 91و 81و  51و31و   11و  01و  6و  4و  3و2است که احتمالا ستون های  RCP تمربوط به محصولا 2 -92
می باشند.  OPOTدرون پلاسمید  npfدارای قطعه  0071 pbشتن باند ابه علت د 92و 82و 72و 62و  42و 22و 12
 هستند.  npfنیز بدون قطعه  32و71و61و21و 9و  8و 7و  5ستون های  
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 npFحاوی قطعه OPOTتهیه الگوی آنزیمی پلاسمید  -6-3
الف) و محلهاي شناسائی آنزیمهاي محدودكننده بر روي -5-3با توجه به طرح این پلاسميد (شکل       
قطعه كلون شده با  IamSو  IohXآن انتظار می رفت كه با هضم همزمان این پلاسميد توسط دو آنزیم 
 جفت باز خارج گردد.  0071اندازه حدود 
 
 
 
 
 
 
 
به همراه تمامی جایگاههای برش روی پلاسمید و قطعه  npF + OPOTطرح شماتیک از پلاسمید  -الف-5-3شکل
 در جلو وکتور حلقوی نشان داده شده است.   IohXو  IamSقطعه حاصل از برش با دو آنزیم  2.  npFژن 
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و  IohX: پلاسمید هضم شده با دو آنزیم 2و 1ستون های - npF - OPOTالگوی آنزیمی پلاسمید  -ب-5-3شکل
 .می باشد bk 1 reddalمشخص است. ستون اول از سمت چپ  0693 pbو  5071 pbیل دو قطعه تشک IamS.
 دارای قطعه PFGEpغربال کردن کلنی های حاوی  -7-3
و  IamS/IohXهضم شده با  RCPو قطعه  PFGEpبين وكتور  noitagiLپس از انجام فرایند       
, تعدادي از كلنی ها بطور اتفاقی iloc.E) به باكتریهاي npF +PFGEpترانسفورم ساختارهاي حاصل (
 1روي انها انجام شد. پس از الکتروفورز بر روي ژل آگارز % RCP -ynoloC RCPانتخاب شدند و 
جفت بازي بودند انتخاب شدند تا  0071برخی از پلاسميدهایی كه بنظر می رسيد داراي قطعه حدود 
 ).6-3یمهاي مختلف قرار گيرند (شکل براي تائيد نهائی تحت برش با آنز
 
 
از کلنی های   RCPالکتروفورز محصولات  -6-3شکل
. اولین ستون  npFدارای قطعه PFGEpترانسفورم شده با 
می باشد و ستون های  bk 0001 reddaLدر سمت چپ، 
 22و  12، 02، 91، 71، 61، 21، 11، 91، 8، 7، 6، 5، 3، 2،1
را به وضوح نشان می دهند. تمامی ستون ها  RCPمحصول 
 را به وضوح نشان می دهند 0071 pbقطعه  9و  4بجز 
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داراي قطعه مورد  PFGEpالف) و بمنظور یافتن پلاسميد -7-3با توجه به طرح این پلاسميد (شکل  
گذشت، برش همزمان آنها با دو  7-3نظر، از بين پلاسميدهایی كه شرح آن در قسمت 
با استفاده از دو آنزیم  npf صورت گرفت و با توجه به اینکه قطعه ژن   IamS/IohXآنزیم
 كلون شده بود, انتظار می رفت كه برش پلاسميدهایی نوتركيب با این دو PFGEpدر   IamS/IohX
ب) -7-3جفت بازي از پلاسميد گردد و همانطور كه در شکل( 0071آنزیم منجر به خروج قطعه حدود 
نشان دادند. برش  1/5مشاهده می شود پلاسميد انتخاب شده قطعه اي با اندازه مذكور را در ژل آگارز %
 -7-3کل جفت بازي حاصل گردید.(ش 7675و  526قطعه  2انجام شد و  1HmaBدیگري نيز با آنزیم 
 ج) 
 
        
 
 
 IamS/IohXو دو قطعه حاصل از برش آن با دو آنزیم npFZ-PFGEp طرح پلاسمید  -الف -7-3شکل
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 PFGEp:  3و 2: مارکر، ستون4ستون  IamS/IohXبا دو آنزیم  PFGEpهضم پلاسمیدهای  -ب-7-3شکل
و  8864 pb,  خروج قطعات IamS/IohXهضم شده با دو آنزیم  PFGEp: 1, ستون IamS/IohXبدون برش با 
  .نمایان است 5071 pb
 
بدون برش.   PFGEp: 1. ستون  از راست IHmaBبا آنزیم   npFZ-PFGEpهضم پلاسمیدهای  -ج-7-3شکل
برش داده شده با  PFGEp : پلاسمید4خطی شده. ستون PFGEp : پلاسمید3. ستون  1 bk: مارکر2ستون 
 جفت بازی حاصل شده است. 8675و  526، دو قطعه  IHmaB
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3-8- نیئتورپ هنیمآ دیسا یلاوتFpn   
 ديمسلاپ راتخاس ديئات زا سپpEGFP-ZFpn   یلاوت نييعت اب زين و یمیزنآ زيلانآ طسوت بيكرتون
(sequencing)    هاگشیامزآ طسوت(Germany) SeqLab، لکش(3-8-)ب  نژ يديتوئلكون یلاوت
Fpn  رازفا مرن هبGene runner لکش( دمآ تسدب نآ هنيمآ ديسا یلاوت و دش هداد3-8- ب.) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 لکش3-8-فلا-  نژ یدیتوئلکون یلاوتfpn . یاراد نژ نیا1686 تسا دیتوئلکون. 
  
 
1 CTCGAGAAAA CGCACAATGG ACAGCCCTGC ATCAAAGAAA CCTCGCTGTG AGAGGTTCCG 
61 CGAATTCTTC AAGTCTGCAA AATTCCTCAT TTACGTCGGA CATGCCCTCT CGACATGGGG 
121 GGATCGGATG TGGAATTTTG CTGTGGCTGT GTTTCTGGTG GAGCTGTATG GCAATAGTTT 
181 ACTCCTGACA GCCGTGTATG GACTGGTGGT CGCGGGGTCC GTGCTCTTAC TGGGCGCTAT 
241 TATTGGTGAC TGGGTTGACA AAAACCCCAG ACTAAAAGTG GCACAGACAT CTTTGGTTGT 
301 CCAGAACAGT GCTGTCATTC TCTGTGGTGC CCTTTTGATG GCTGTTTTCC AGTTCAAACA 
361 ACAGCTTTCT AGCATGTATG ATGGATGGTT GCTGACAACA TGCTACATAA TGGTCATCTC 
421 CATTGCTAAT ATCGCTAACC TGGCCAGCAC AGCTATGTCC ATCACCATCC AAAGAGACTG 
481 GGTTGTGGTT GTGGCTGGAG ATGATCGGAG CAAATTGGCA GATATGAATG CAACTGTCAG 
541 AATAATTGAC CAGTTGACCA ACATTCTGGC ACCGATGCTT GTGGGCCAGA TCATGGCATT 
601 TGGCTCACAC TTCATTGGCT GTGGTTTTAT CTCGGGCTGG AACTTGTTCT CCATGTGCCT 
661 GGAGTATTTC CTGCTTTGGA AAGTTTATCA GAAAACTCCA GCGCTTGCCT TTAAGGCAGG 
721 ACAGAAGGAT AGCGATGACC AAGAGCTGAA ACACCTCAAC ATACAAAAAG AAATTGGAAA 
781 CACTGAAAGC CCGGTCGAAG CCTCCCAACT GATGACTGAA AGCTCCGAGA CCAAGAAGGA 
841 CACTGGCTGC TGCTACCAAA TGGCAGAGCC CATCCGTACC TTTAAAGATG GCTGGGTAGC 
901 CTACTACAAT CAATCCATCT TCTTCGCCGG CATGTCTCTG GCTTTCCTAT ACATGACCGT 
961 TTTGGGCTTC GACTGCATCA CCACAGGCTA TGCATACACT CAGGGCCTGA ATGGCTCTGT 
1021 GCTCAGTCTC CTCATGGGAG CCTCAGCTGT ATCTGGGATC TGTGGGACAG TGGCCTTCAC 
1081 CTGGATCCGA AAGAAGTGCG GCCTCATCAG GACGGGCTTC ATTGCTGGAG TCACCCAGCT 
1141 GTCCTGCCTC ACGCTGTGTG TAGCATCTGT CTTCGCCCCT GGCAGCCCTT TCGATCTCAG 
1200 CGTCTCGCCC TTCGAAGAGG TCTTAAGACA TCTGTTTGGA GACAGCGGCT CGCTGCGTGA 
1261 GAGTCCTACA TTCATTCCTA CAACTGAACC CCCGATTCAG GCCAACGTCA CCGTTTTTGA 
1321 GGAAGCCCCC CCAGTAGAGT CCTACATGTC TGTCGGGCTT CTCTTTGCCG GTGTTATTGC 
1381 TGCTAGAGTT GGTCTTTGGT CCTTCGACTT GACCGTGACC CAACTGATCC AAGAGAATGT 
1441 GATTGAGTCC GAGAGAGGAG TCATCAATGG CGTCCAGAAC TCCATGAATT ATCTTCTCGA 
1501 TCTCCTGCAC TTCATCATGG TCATCCTTGC ACCAAATCCT GAAGCCTTTG GTCTTCTTGT 
1561 AATCATCTCC GTTTCCTTCG TGGCTATGGG ACATATGATG TATTTCAGGT TTGCCTATAA 
1621 AAGCCTTGGA AGCCGACTCT TCCTGTTCT‌G TTCCCCCGAG CAGAAGCCAG ATCCCAACAT 
1681 TCCCTCACTT CCAAACTCTG TATCCCGGGA AAAA   
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اسید  265این پروتئین دارای . همانطور که در شکل مشخص است، npFتوالی اسید آمینه پروتئین  -ب–8-3شکل 
 اسید آمینه با فاصله از هم جدا شده است. 01آمینه می باشد. برای تشخیص بهتر هر 
 
 فلوسایتومتریبا  npFZ- PFGEpآنالیز بیان پلاسمید  -9-3
 T 392 keHبه درون سلول هاي  npFZ-PFGEp، پلاسميد npFبه منظور تایيد بيان پروتئين 
در آنها بيان شده  npFساعت از ترانسفکت، سلول هایی كه پروتئين  84ترانسفکت گردید. بعد از گذشت 
از خود نور فلورسانس سبز رنگی را زیر ميکروسکوپ  Cدر انتهاي  PFGEبود به دليل وجود پروتئين 
 ایمونوفلورسنت نشان دادند. 
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 ب                     الف                                            
   
 
ترانسفکت شده از میکروسکوپ ایمونوفلورسانس با بزرگ نمایی  392 keH T های شناسایی سلول -9-3شکل
 keH. الف) سلول های ترانسفکت شده را نشان می دهد که به رنگ سبز مشخص می باشند ب) سلول های 0001X
 ترانسفکت نشده می باشد. 
 
را در PFGE بيان 56آناليز هاي فلوسایتومتریک روي سلول هاي ترانسفکت شده، % علاوه بر این كار، 
و  11ترانسفکت نشده  keHكل جمعيت سلول ها نشان داد. متوسط شدت فلورسانس براي سلول هاي 
برابر بيشتر شده است كه نشان دهنده  01است یعنی تقریبا  501ترانسفکت شده  keHبراي سلول هاي 
 )01-3ن می باشد. (شکل آترانسفکت شده 
 
ترانسفکت شده. محور عمودی نشانگر فراوانی سلول ها و محور افقی  keHشدت فلورسانت سلول های  -01-3شکل
ترانسفکت  keHنشانگر شدت فلورسانت است. همانطور که در شکل مشخص است، درصد زیادی از سلول های 
 را داشته و درصد کمتری از آنها شدت فلورسانت بالایی را دارند. 001و  01شده شدت فلورسانت بین 
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  npFآنالیز های بیوانفورماتیک روی توالی اسید امینه پروتئین  -01-3
) و سپس مقایسه توالی اسيد 760860MH(با شماره ثبت  knaBeneGدر  npfپس از ثبت توالی ژن 
noissecca knabneG(با توالی اسيد آمينه  50.3v rennur eneGآمينه بدست امده از نرم افزار  
بين آنها دیده شد. ولی در مقایسه توالی  001، هومولوژي %   la te dooW  )1.43751QAC .oN
در  )T(با ترئونين  )P(ينه پرولين جابجایی اسيدام )0002( la te navonoDبا نتایج  npFمينه آاسيد 
 و -NteN دیده شد. همچنين نتایج 004در جایگاه  )E(با گلوتامين  )L(و جابجایی لایزین  272جایگاه 
 1,3 cylGNteNتوسط نرم افزارهاي آنلاین  npFمينه پروتئين آبدست آمده از توالی اسيد ylGOteN 
  1.3 cylGOteNو (/secivres/kd.utd.sbc//:ptth cylGNteN )
- O87گليکوزیلاسيون و  -N 4به ترتيب وجود  (cylGOteN/secivres/kd.utd.sbc//:ptth )
 گليکوزیلاسيون در این پروتئين را نشان داد. 
ما با دیگر موارد با استفاده از نرم  npFمقایسه ساختار توپولوژي غشایی پروتئين 
 ، نتایج یکسانی را نشان داد. (MMHMT/secivres/kd.utd.sbc//:ptth)افزار
بر اساس داده هاي این نرم افزار مناطق داخل غشایی، برون غشایی و درون غشایی پروتئين مشخص شد.  
این پروتئين درون سيتوپلاسم قرار  Cو  Nدومين بين غشایی می باشد و انتهاي  8داراي  npFپروتئين 
 ).11-3می گيرد  (شکل 
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پیش بینی شده است بطوری  0.2v MMHMTتوپولوژی غشاء فروپورتین. این نقشه توسط نرم افزار  - 11-3شکل
ن مشخص می باشد. محور عمودی نشانگر احتمال آمناطق داخل غشایی، برون غشایی و درون غشایی پروتئین در که 
وجود، جایگیری و جهت گیری پروتئین غشایی را نشان می دهد و نتیجه نهایی این احتمالات در بالای نقشه بین 
، 55-77مینه های آبین غشایی است که اسید  نشان داده شده است. خطوط قرمز نشانگر تعداد مناطق 2,1تا  1اعداد 
 8را شامل می شود که کلا شامل  005-225، 463-683، 533-753، 392-513، 991-122، 421-641، 29-111
، 1-45مینه های آرا نشان می دهد که شامل اسید  npFمنطقه بین غشایی است. خطوط آبی مناطق درون سیتوپلاسمی 
هستند. خطوط صورتی مناطق برون سیتوپلاسمی پروتئین می باشند که  325-265 ،853-363، 222-292، 211-321
 می باشند.   783-994و  613-433، 741-891، 87-19شامی پروتئین های
 
 میزان بارگذاری پلاسمید درون نانوذرات -11-3
ه از پس از كسر غلظت كل پلاسميد استفاده شده در ساخت نانوذرات از غلظت محلول عبور داده شد
و تقسيم عدد به دست آمده بر غلظت كل پلاسميد استفاده شده، ميزان پلاسميد  nocimAفيلتر 
 % بدست آمد.59بارگذاري شده 
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 تعیین اندازه نانوذرات کایتوزان آلژینات -21-3
 )k001-artlU( 51-artlU ®nocimAپس از ساخت نانوذرات كایتوزان الژینات و تغليظ آنها توسط  
انجام  rezisatez nrevhaM، ارزیابی سایز ذرات، منحنی توزیع سایز و نيز سایز متوسط توسط دستگاه 
 شد.
 
 5/3و    =P/N5، = glA/2lCaC  0/2،   = ihC/glA1منحنی توزیع نانوذرات با فرمول ساخت   -21-3شکل
و محور عمودی درصد نانوذرات را نشان  mnمحور افقی نشانگر سایز نانوذرات بر حسب  -بر حسب سایز  =HP
%  2,39% یا تمامی نانوذرات است.  پیک اول از سمت راست مربوط به 001) نشانگر 05می دهد که بالاترین عدد آن (
 نشان می دهد. 1 mn% نانو ذرات را با اندازه ای حدود 8,6است. پیک دوم    881 mnاز نانو ذرات با سایزی برابر 
 اندازه نانوذرات کایتوزان آلژینات Zار تعیین ب -31-3
 بدست آمد. SZ rezis atez revlaMتمامی نانوذرات توسط   Zبار
در   =HP 5/3و   =P/N5، = glA/2lCaC  0/2،   = ihC/glA1نانوذرات با فرمول ساخت  Zبار 
 + بدست آمد.3,92 Vmحدود 
مشخص شده است كه نانوذرات با بار مثبت قادر به اتصال به ميکروتوبول ها و یا پروتئين هاي سطحی 
غشاء سلول بوده، ميزان ترانسفکت، حركات و انتقالات سيتوپلاسمی درون سلول بالا می رود 
وسط این ميزان بار مثبت نشانگر پایداري نانوذرات در محيط آبی و جذب مناسب ت. )5002 ,gnuH.M(
 غشاي سلولی با بار منفی می باشد. 
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از نانوذرات کایتوزان  MES )epocsorciM nortcelE gninnacS(بررسی تصویر  -41-3
 الژینات
و  51-artlU nocimAاز نانوذرات كایتوزان/ آلژینات پس از سانتریفيوژ كردن آنها با  MESتصاویر 
 سپس خشک كردن مایع رویی روي لام، گرفته شد.
 
از نانوذرات آلژینات/ کایتوزان حاوی پلاسمید ( با بزرگ نمایی  MESتصویر میکروسکوپ الکترونی   -41-3شکل
 دارند. 001-002  mn). این ذرات کروی و اندازه ای حدود00001 X
 001-005 mnلازم به ذكر است كه بهترین جذب نانوذرات توسط انتروسيت هاي روده در اندازه 
 جذب این نانو ذرات توسط انتروسيت هاي روده انجام خواهد گرفت.صورت می گيرد پس 
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 از نانوذرات کایتوزان  MESبررسی تصاویر  -51-3
و سپس  51-artlU nocimAاز نانوذرات كایتوزان پس از سانتریفيوژ كردن آنها با  MESتصاویر 
 خشک كردن مایع رویی روي لام، گرفته شد.
 
 
 Xاز نانوذرات کایتوزان حاوی پلاسمید  (با بزرگ نمایی  MESتصویر میکروسکوپ الکترونی    -51-3شکل
 دارند. 004-007  mn). ، این ذرات  تقریبا کروی بوده و اندازه ای حدود00001
استفاده سرانجام به علت كوچکتر بودن ذرات كایتوزان/آلژینات نسبت به كایتوزان، از آنها براي ژن تراپی 
 شد.
 بررسی میزان ثبات نانوذرات   -61-3
در محيط آبی ،  npFZ-PFGEp به منظور تعيين ثبات نانوذرات كایتوزان/ الژینات در نگهداري پلاسميد 
آگارز  2در ژل % 3-06lμ/gnبين رنج غلظتی  npFZ-PFGEpابتدا مقادیر مختلفی از پلاسميد 
) براي 3 gnن غلظتی از پلاسميد كه كاملا قابل دید باشد (). حدودا كمتری61-3الکتروفورز شد (شکل 
 ساخت نانوذرات كایتوزان / آلژینات استفاده شد. 
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و  05، 04، 03، 02، 01، 5،  3 به ترتیب از سمت راست   -آنالیز کمترین غلظت قابل دید از پلاسمید  -61-3
الکتروفورز گردید. کمترین غلظت از پلاسمید که در ژل قابل دید می باشد  npFZ -PFGEpاز پلاسمید  06lμ/gn
 است. 3 lμ/gnحدود 
% 2ساعت در ژل آگارز  8و  7، 5، 2 سپس تمام نانوذرات كایتوزان / الژینات تهيه شده در فواصل زمانی 
ون چاهک مشاهده می شود، با گذشت زمان شدت رنگ در 71-3الکتروفورز شد. همانطور كه در شکل 
ساعت بعد از ساخت نانوذرات،  هنوز باند واضحی از پلاسميد روي  9كم شده است ولی با گذشت حتی 
  ژل دیده نمی شود كه نشان گر توانایی بالاي نانوذرات كایتوزان/ الژینات در نگه داري پلاسميد می باشد.
 
: 2. ستون  npFZ-PFGEp پلاسمید  3 gμاز سمت چپ  1بررسی میزان پایداری نانوذرات: ستون   -71-3شکل 
 ساعت می باشند.  2و  3، 5، 7، 9به ترتیب نانوذارت ساخته شده بعد از   3-8، ستون bk1 reddaL
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 c/BLABسیر عفونت لیشمانیا ماژور در پنجه پای موش های  -71-3
پروماستيگوت ليشمانيا ماژور  501عقبی  كه در پنجه پاي راست  c/BLABبه هر سه گروه از موش هاي 
نانوذرات حاوي فقط  2و به گروه  npFZ-PFGEp نانوذرات حاوي پلاسميد  1تزریق شد. به گروه 
كه به عنوان كنترل فرض شده بود، هيچ نانوذراتی را  3خوراكی داده شد. گروه   PFGEpپلاسميد
ت پيشرفت كننده و لاعلاج در پاي دریافت نکرد. انگل ليشمانيا ماژور باعث القاء یک عفونت به سرع
  .می شود  c/BLABموش هاي
 
 آلوده شده با انگل لیشمانیا ماژور c/BLABموش پنجة پای  -81-3شکل 
 
تورم پا (اختلاف قطر كف پاي راست تزریق شده و كف پاي چپ) توسط دستگاه ضخامت سنج به طور  
 هفتگی اندازه گيري گردید.
  
  
 201
 
 
 
پس از تجویز خوراکی با نانوذرات   c/BLABبررسی سیر بیماری در پنجه پای موش هاینمودار  -91-3شکل 
 . هفته متوالی 01در  و گروه کنترل PFGEpو مقایسه آن با دو گروه دریافت کننده  npFZ-PFGEp حاوی 
د موجود در زیر محور عمودی نشانگر تورم پا و محور افقی نشانگر هفته می باشد. اعدا می باشند. ESبارها نشانگر 
 سر موش می باشد.  5نمودار، میانگین تورم پا در 
 
آلوده  c/BLABدیده می شود، اندازه زخم در پنجه پاي راست موش هاي  91-3شکل همانطور كه در 
می  )npFZ +PFGEp( 1(كنترل) بيشتر از گروه  3و )PFGFp( 2شده با ليشمانيا ماژور در گروه 
بين    =P0/40و   =P0/510،   =P 0/700 انجام شده این اختلاف در سطح tseT-tباشد. در آزمون 
   معنی دار بود. 6و   4، 3گروه اول و سوم  به ترتيب در هفته هاي 
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 اندازه گیری آهن خون -81-3
) كه 02-3نشان داد (شکل noitprosba cimotAميزان آهن خون سنجيده شده در موش ها با دستگاه 
بوده كه نسبت به گروه  3,1 mppبرابر با  npfZ +PFGEp، ميانگين آهن خون در گروه 4در هفته 
انجام شده این  tseT-tبالاتر می باشد. در آزمون  29,0 mppو گروه كنترل با  9,0 mppبا  PFGEp
 ل و سوم معنی دار است.  بين  گروه اول و دوم و نيز  بين گروه او =P 10,0اختلاف در سطح 
 
 -PFGEp پس از تجویز نانوذرات حاویc/BLAB  نمودار مقایسه میزان آهن خون در موش های -02-3شکل 
 می باشند. ESبارها نشانگر  -هفته بعد از تزریق انگل به پنجه پای موش 6و  4با کنترل در  PFGEpو   npFZ
 +PFGEp، ميانگين آهن خون در هر سه گروه كاهش یافته بود بطوري كه در گروه هاي 6در هفته 
اختلاف  tseT-tبدست آمد. آزمون  67,0و  77,0، 8,0 mppو كنترل به ترتيب برابر با  PFGEp، npfZ
 نشان نداد.  6گروه در هفته  3معنی داري را بين هيچ كدام از 
6 KEEW 4 KEEW
28.0 03.1 npFZ + PFGEp
77.0 49.0 PFGEp
28.0 29.0 lortnoC
00.0
02.0
04.0
06.0
08.0
00.1
02.1
04.1
06.1
08.1
p
p
m
 
  norI
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 هماتوکریتاندازه گیری  -91-3
پس از خون گيري از موش ها در لوله هاي هماتوكریت و سانتریفيوژ كردن آنها، طول ستون گویچه هاي 
پس از  6و  5، 4، 3قرمز توسط خط كش مخصوص تعيين شد. در این آزمایش هماتوكریت در هفته هاي 
مودار مشخص است، خوراندن نانوذرات و.تزریق ليشمانيا به موشها، سنجيده شد. همانطور كه در ن
از دو گروه دیگر بالاتر بوده و این اختلاف در  npFZ + PFGEpهماتوكریت در گروه نانوذرات حاوي 
معنی  5و  4، 3در هفته  و كنترل PFGEpگروه  2با npFZ + PFGEp بين گروه  tseT-tآناليز آماري 
نشانگر این است كه بيان دار است ولی بين دو گروه آخر معنی دار نمی باشد. نتيجه بدست امده 
 فروپورتين در روده و بالا رفتن آهن خون تا حد معنی داري توانسته هماتوكریت خون را بالا نگه دارد.
همانطور كه در نمودار هم مشخص است، ميزان هماتوكریت خون به تدریج با گذشت زمان در هر سه  
  .گروه كاهش می یابد
 
 -PFGEp پس از تجویز نانوذرات حاویc/BLAB هماتوکریت در موش هایمقایسه میزان درصد  -12-3شکل 
 است. ESسر موش میباشد. بارها نشانگر  5اعداد زیر نمودار متوسط هماتوکریت در  .با کنترل PFGEpو  npFZ
 
 
ht3
keew
ht4
keew
ht5
keew
ht6
keew
8.94 6.05 8.15 35 npFZ + PFGEp
4.74 2.84 94 4.94 PFGEp
8.74 7.84 3.94 6.94 lortnoC
44
64
84
05
25
45
H
 t
 tircotameH
npFZ + PFGEp
PFGEp
lortnoC
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 سنجش میزان تولید سایتو کاین ها -02-3
، γ-NFI ترشح سایتوكاین هاي لنفوسيت هاي جدا شده از گره هاي لنفاوي موش ها جهت بررسی ميزان
هفته بعد از تزریق ليشمانيا به موش، در حضور آنتی ژن ليشمانيا   6و  4در زمان هاي  4 01-LIو  4-LI
 روز بعد از تحریک از با آنتی ژن،  با آزمون الایزا ميزان سایتوكاین ها سنجيده شد.  3كشت داده شدند و 
پس از تجویز خوراکی   c/BLABدر موش های )γ-NFI(سنجش تولید اینترفرون گاما  -1-02-3 
و گروه  PFGEpو مقایسه آن با دو گروه دریافت کننده  npFZ-PFGEp با نانوذرات حاوی 
 کنترل
، غلظت نمونه هاي مختلف از γ-NFI سایتو كاین  DOبدین منظور پس از انجام مراحل الایزا و تعيين 
 محاسبه شد.  lm/gpروي منحنی استاندارد بر حسب 
 
 
  γ-NFI منحنی استاندارد  -22-3شکل 
 
  
 x9000.0 = y
 4099.0 = ²R
00.0
04.0
08.0
02.1
00.0021 00.0001 00.008 00.006 00.004 00.002 00.0
O 
D.
 
               lm/gp 
  γ-NFI evruC dtS
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هفته بعد از  6و  4  γ-NFIنتایج حاصل از آزمون تحریک لنفوسيت هاي گره لنفاوي نشان داد كه ميزان 
 3و 1، گروه < =P( 0/9( 2و1بين گروه  گروه تقریبا یکسان بوده و تغيير معنی داري 3تزریق در هر 
 وجود ندارد.   < =P(0/)8
 
 4الف) هفته 
 
 6ب) هفته 
 -PFGEp پس از تجویز نانوذرات حاویc/BLAB در موش های γ-NFIنمودار مقایسه میزان تولید  -32-3شکل 
 6ب) در هفته  4با کنترل الف) در  هفته  PFGEpو   npFZ
 
PFGEp
npFZ +
lortnoC PFGEp
44.4003 14.7053 87.7162 NAEM
00.0
00.0001
00.0002
00.0003
00.0004
I
F
N
-
 g
p(
/g
m
)l
 
 4 KEEW 
+ PFGEp
npFZ
lortnoC PFGEp
98.8551 51.8261 00.6541 NAEM
00.0
00.000,1
00.000,2
00.000,3
 6 KEEW 
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پس از تجویز خوراکی با   c/BLABدر موش های )4-LI( 4سنجش تولید اینترلوکین  -2-02-3
 و گروه کنترل PFGEpو مقایسه آن با دو گروه دریافت کننده  npFZ-PFGEp نانوذرات حاوی 
 
 4-LI منحنی استاندارد  -52-2شکل 
 
هفته بعد از  6و  4  c/BLAB در موش هاي 4-LIدر آزمایش انجام شده جهت سنجش و مقایسه ميزان 
 نتایج زیر بدست آمد.   ASILEمواجه با ليشمانيا ماژور از طریق 
 
  
 x6300.0 = y
 6899.0 = ²R
00.0
05.0
00.1
00.003 00.052 00.002 00.051 00.001 00.05 00.0
O 
D.
 
               lm/gp 
 4-LI evruC dtS
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 4الف) هفته 
 
 6ب) هفته 
 
 npFZ -PFGEp پس از تجویز نانوذرات حاوی c/BLAB در موش های4-LI نمودار میزان تولید  -52-3شکل 
 6 ب)در هفته 4و مقایسه آن با گروه کنترل الف) در هفته  PFGEpو 
نسبت به دو گروه  npF +PFGEpدر گروه   4-LIدیده می شود، ميزان  4همانطور كه در نمودار هفته 
. در < =P( 0/3و    < =P0/2) معنی دار نبود tseT-tدیگر كمتر می باشد.  این اختلاف در آناليز آماري 
 ز شده با پلاسميد در تمامی گروه ها كمتر می شود. این ميزان در گروه تجوی 4-LIمقدار  6هفته 
 tseT-tآزمون  و كنترل بسيار كمتر بوده و در PFGEpنسبت به گروه دریافت كننده  npFZ-PFGEp
+ PFGEp
npFZ
lortnoC PFGEp
27.967 29.245 00.55 NAEM
00.0
00.003
00.006
00.009
I
L
-
4
( 
gP
m/
)l
 
 6 KEEW
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بين گروه   40.0 < = pبين گروه اول و دوم و در سطح  10.0 < = pانجام شده این اختلاف در سطح 
 اول و سوم معنی دار است.
پس از تجویز خوراکی   c/BLABدر موش های )01-LI( 01سنجش تولید اینتر لوکین  -3-02-3
و گروه  PFGEpو مقایسه آن با دو گروه دریافت کننده  npFZ-PFGEp با نانوذرات حاوی 
 کنترل
هفته بعد  6و  4  c/BLAB در موش هاي 01-LIدر آزمایش انجام شده جهت سنجش و مقایسه ميزان 
 بدست آمد.  نتایج زیر ASILEاز مواجه با ليشمانيا ماژور از طریق 
 
 
 01-LI منحنی استاندارد  -62 -3شکل   
 
  
 x8000.0 = y
 6199.0 = ²R
00.0
05.0
00.1
05.1
00.2
05.2
00.0003 00.0052 00.0002 00.0051 00.0001 00.005 00.0
O 
D.
 
               lm/gp 
 01-LI  evruC dtS
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 4الف) هفته 
 
 6ب) هفته 
-PFGEp پس از تجویز نانوذرات حاوی  c/BLAB در موش های 01-LIنمودار میزان تولید  -72-3شکل 
 6ب) در هفته  4و مقایسه آن با گروه کنترل الف) در هفته  PFGEpو  npFZ
نسبت به دو  npFZ + PFGEpدر گروه   01-LIدیده می شود، ميزان  4همانطور كه در نمودار هفته 
 .<=P( 0/5و    <=P0/4)معنی دار نبود tseT-tگروه دیگر كمتر می باشد. این اختلاف در آناليز آماري 
نسبت به npFZ-PFGEp در تمامی گروه ها كاهش یافت. این ميزان در گروه  01-LIمقدار  6در هفته 
 < =Pانجام شده این اختلاف در سطح  tseT-tو كنترل بسيار كمتر بوده و درآزمون  PFGEpگروه  
 بين  گروه اول و سوم معنی دار است. 20.0
+ PFGEp
npFZ
lortnoC PFGEp
52.193 76.692 85.902 NAEM
00.0
00.001
00.002
00.003
00.004
00.005
00.006
I
L
-
1
0
( 
gP
m/
)l
 
 4 KEEW 
+ PFGEp
npFZ
lortnoC PFGEp
05.79 38.06 38.03 NAEM
00.0
00.02
00.04
00.06
00.08
00.001
00.021
I
L
-
1
0
( 
gP
m/
)l
 
 6 KEEW
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 c/BLABدر موش های  01-LIو  4-LIبه  γ-NFIنسبت میزان تولید  -12-3
 پس از تجویز نانوذرات حاوی  c/BLABدر موش های  01-LIو  4-LIبه  γ-NFIنسبت تولید -1-3جدول 
 6ب) در هفته  4و مقایسه آن با گروه کنترل الف) در هفته  PFGEpو npFZ-PFGEp
 4هفته  
 01-LI/γ-NFI 4-LI/γ-NFI 
 62/274 3 npFZ-PFGEpگروه 
 2/99 3/217 PFGEpگروه 
 2/520 3/751 گروه كنترل
 الف)
 6هفته  
 01-LI/γ-NFI 4-LI/γ-NFI 
 74/622 21/094 npFZ-PFGEpگروه 
 62/567 11/228 PFGEpگروه 
 51/889 8/976 گروه كنترل
 ب)
گروه تقریبا مشابه بوده است. نسبت  3بين  6و  4در هفته  4-LI/γ-NFIبا توجه به جداول بالا، نسبت 
برابر  31و كنترل،  PFGEpنسبت به گروه  npFZ-PFGEpو در گروه  4در هفته  01-LI/γ-NFI
گروه دیگر بالاتر می  2نسبت به  npFZ-PFGEpباز هم در گروه  6بيشتر می باشد. این نسبت در هفته 
. در گروه دریافت كننده پلاسميد حاوي ژن است. 2hTدر مقابل  1hTكه نشان دهنده غلبه پاسخ  باشد
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هفته پس از مواجه با  6و  4  c/BLABاندازه گیری بار انگلی در گره های لنفاوی موش های -22-3
 و مقایسه آن با گروه های کنترل npFZ-PFGEp نانوذرات حاوی 
هر سه  c/BLABدر آزمایش انجام شده به منظور سنجش بار انگلی در گره هاي لنفاوي موش هاي  
با توجه به  هفته پس از تزریق انگل به آنها، ميزان بار انگلی توسط رقت هاي پاسخ دهنده 6و  4گروه، 
در  MPHSتعداد كل سلول ها (كه در روز اول با لام نئوبار شمارش شده بود) و توسط برنامه مدل 
 آناليز شدند. SASبرنامه 
 
 4الف) هفته 
 
 6ب) هفته 
در محور عمودی  E. 6ب) هفته   4الف) در هفته  c/BLABنمودار سنجش بار انگلی در موش های  -82-3شکل 
 انگل می باشد. 8×701نشانگر  7+E00.8نشانگر توان است. به عنوان مثال 
+ PFGEp
npFZ
lortnoC PFGEp
70+E22.5 70+E18.3 60+E05.3 NAEM
00+E00.0
70+E00.2
70+E00.4
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نسبت به دو گروه دیگر  4در هفته  npFZ-PFGEp همانطور كه مشاهده می شود ميزان بار انگلی گروه 
× 701( برابر كاهش به ترتيب نسبت به گروه 8,41و  8,01بطوري كه تفاوتی در حد  بسيار پایين می باشد
-tولی اختلاف موجود در در آناليز آماري ) را نشان می دهد. 2,5×701و گروه كنترل ( PFGEp) 8,3
معنی دار نبود. علت اصلی ان به تعداد كم نمونه و دور بودن داده ها از هم مربوط می باشد. ولی  tseT
گروه به هم نزدیک می  3بسيار كاهش می یابد و تقریبا ميزان بار انگلی در هر  6این تفاوت در هفته 
 .باشد
  
  
 411
 
  
 
 4
 بحث
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 بحث و نتیجه گیری -1-4
انسان و دیگر مهره داران است. از موارد اهميت این عنصر به عنوان مثال آهن یکی از عناصر مهم در بدن 
فاكتور رشد مهم براي تکثير و تمایز تمام سلول هاي زنده از جمله سلول  -1می توان به مواردي همچون 
 دخالت مستقيم در انتقال اكسيژن از طریق هموگلوبين و ميوگلوبين و نيز در انتقال الکترون -2هاي ایمنی 
تاثير در عملکرد بسياري از  -4تنظيم ميزان رونویسی ژن ها  -3در طول واكنش هاي تنفسی ميتوكندري 
 ;5002 ,ssieW(، سم زدایی و ... دارد  ANDآنزیم هاي مهم دخيل در متابوليسم انرژي، مرمت 
شود. از  . بنابراین كمبود آهن منجر به مهار تکثير سلولی و در نهایت مرگ سلولی می)6002 ,znaG
نقطه نظر سيستماتيک، كمبود شدید آهن در بدن باعت می شود كه انتقال اكسيژن در بافت ها دچار 
 ,zonuM ;6002 znaG(مخاطره شود و پيامد هاي ناگواري روي عملکرد قلبی تنفسی داشته باشد
 .  )9002
یا   )npF(ن ها، فروپورتينپروتئين هاي انتقالی متعددي در تنظيم آهن نقش دارند. از جمله این پروتئي
است كه به   )1GERI( )nietorp retropsnart detaluger-norI(پروتئين انتقال دهنده تنظيمی آهن
ميزان زیادي در غشاء انتروسيت هاي روده، سلول هاي كوپفر و ماكروفاژهاي طحال یافت می شود و آهن 
 ;5002 ,leknearF ;4002 ,htemeN(را از داخل این سلول ها  به داخل خون انتقال می دهد
. در روده این پروتئين روي غشاء بازولترال قرار داشته و آهن جذب شده توسط )0002 ,navonoD
را به داخل گردش خون منتقل می  )lacipA(روي غشاء برس مانند انتروسيت ها  1-TMDپروتئين 
هاي پير و فرسوده و انتقال آن  . همچنين فروپورتين در بازیافت آهن از گلبول )9002 ,nospmyS(كند
این پروتئين در  )9002 ,zonuM(. به ماكروفاژ و سپس از ماكروفاژ به داخل جریان خون نقش دارد 
جهش در  0002 ,.la te eiKcM(.(طول تکامل بين ماهيان و پستانداران حفاظت شده باقی مانده است 
شده كه از علائم این بيماري افزایش آهن سلول  4این پروتئين منجر به ایجاد بيماري هماكروماتوزیز نوع 
 .)5002 ,znaG ;7002 ,setaO ;5002 ,ssieW( و كاهش آهن خون است
از این گزارش ها و مقالات متعددي كه در این رابطه انتشار یافته است مشخص می شود كه فروپورتين از 
 عوامل مهم و اصلی در تنظيم آهن بدن محسوب می شود.
 از طرفی تعداد زیادي از انگل و ميکروبها براي رشد و تکثير خود در بدن ميزبان نياز به آهن دارند
. از جمله این انگل ها می توان به ليشمانيا كه عامل بيماري ليشمانيوز می باشد اشاره )9002 ,znaG(
 كرد.
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ي عفونی با طيف بالينی وسيع است كه علائم آن از شکل جلدي محدود شونده تا ليشمانيوز یک بيمار
 بيماري احشایی كشنده (كالاآزار) متغير می باشد. مطابق با آمارهاي جهانی هر سال به طور تخمينی یک و
 000005نيم الی دو ميليون مورد جدید در این رابطه گزارش می شود. بيماري كالاآزار سالانه در حدود 
كانون مهم شمال  3. در ایران نيز در )4002 ,OHW( نفر مرگ و مير را به خود اختصاص می دهد
شرقی (خراسان شمالی)، شمال غربی (مشکين شهر و اهر) و جنوب (شيراز) ایران نيز به صورت بومی 
 وجود دارد. 
دليل حساسيت بالا به  آلوده به ليشمانيا ماژور (عامل بيماري ليشمانيوز پوستی) به c/BLABموش هاي 
این عفونت قادر به كنترل بيماري نبوده، عفونت به اندام هاي مجاور و حتی اعضاي احشایی مانند طحال 
و كبد پيشرفت می كند و بيماري به شکلی مشابه كالاآزار در می آید كه موجب مرگ جانور می 
 .  )2002 ,skcaS(گردد
حيوان توسط محققين به عمل آمده است اما تا كنون روش كاملا  كنترل عفونت دركوششهاي زیادي براي 
 ,hcirlemmiH ;4002 ,ymmuG(عملی براي درمان این موش ها بجز ایمونوتراپی پيدا نشده است
 .  )0002
از آنجایی كه آهن براي رشد و هماند سازي كونه هاي ليشمانيا ضرورت دارد بنابراین بنظر می رسد در 
نگل هاي ليشمانيا با مصرف آهن موجود در ميزبان، رشد و همانند سازي می كنند ا c/BLABموش هاي 
و به تدریج با حمله به دیگر، ماكروفازهاي سيستم رتيکلواندوتليال را به اشغال خود درآورده و ميزبان را 
ی نيز بطوري كه با پيشرفت بيماري، شدت آنم دچار كمبود آهن و به دنبال آن دچار كم خونی می نماید.
بيشتر شده و در روزهاي آخر عمر، موش به یک حالت كاشکسی و آنمی شدید مبتلا می شود كه شاید 
است  آنفرضيه از انجام این تحقيق  .)2002 ,skcaS(یکی از دلایل مرگ حيوان همين آنمی شدید باشد
منجر به  oviv nIروده به صورت در سلولهاي انتروسيت  فروپورتين ژن اختصاصی بالا بردن بيانكه آیا 
آیا این  وآلوده به ليشمانيا ماژور خواهد شد؟  c/BLABبالا بردن آهن سرم خون موشهاي موش هاي 
 یا نه؟   موشها و كاهش بار انگلی در آنها خواهد شد قادر به درمان افزایش آهن
د و روده  گورخر ماهی ژن فروپورتين از كب ANRاستخراج  -1هدف این پایان نامه عبارت بود از 
وارد كردن پلاسميد بيانی حاوي ژن فروپورتين  -3كلونينگ و بيان ژن فروپورتين  -2 ()oirer oinaD
به درون پليمر هاي خوراكی كایتوزان/ الژینات (ساخت نانوذرات خوراكی) و تجویز   )NPF -PFGEp(
به منظور بيان اختصاصی ژن فروپورتين در سلولهاي  c/BLABخوراكی این نانوذرات به موش هاي 
  γ-NFIو  01-LI، 4-LIارزیابی ایمونولوژیک تاثير بيان این ژن بر سایتوكاین هاي  -4انتروسيت موش 
 و اثرات آن روي ميزان هماتوكریت، بار انگلی، سير بيماري در پنجه پاي موش و ميزان آهن خون
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جدیدا به عنوان یک مدل ژنتيکی مهم براي شناخت رشد و تکامل مهره  oirer oinaDاز آنجایی ماهی  
داران شناخته شده است و جدیدا با مطالعات ژنتيکی روي گورخر ماهی صدها منطقه ژنومی كه براي 
و دیگر اینکه تعداد )2002 ,.la te gnilloG(  رشد اوليه مهره داران لازم است، شناسایی شده است
بين ماهی و انسان وجود دارد بطوري كه فنوتيپ جهش یافته  مثلا در گورخر  زیادي ژن حفاظت شده
و با توجه به نتایج  0002 ,noZ dna yelooD(ماهی نشانگر همان شرایط بيماري در انسان می باشد (
با بيان ژن فروپورتين ماهی  2002و همکاران در سال navonoD  بدست آمده از مطالعات تجربی مثل
(نوعی قورباغه آفریقایی)، خروج آهن توسط این پروتئين را ثابت كرد و  suponeXمک در تخ arbeZ
 . با علم به اینکه این پروتئين در طول تکامل بين ماهيان و پستانداران حفاظت شده باقی مانده است
در این تحقيق از ژن فروپورتين ماهی براي درمان كمخونی موش هاي  )0002 ,.la te eiKcM(
 استفاده شد.  c/BLAB
صورت روده گورخر ماهی استخراج شده از  ژنومی ANRاز   ANDcساختبراي این منظور ابتدا 
اليگونوكلئوتيدهاي آغازگراختصاصی به  طراحی )RCP-TR( RCP ANDcبه منظور انجام  .گرفت
بالادست  به ترتيب در ابتداي پرایمر IamSو   IohXروش دستی و با اعمال یک ناحيه برش براي آنزیم 
تکثير یافت  0071pb و پایين دست صورت گرفت. نهایتا  قطعه ژنی مورد نظر (فروپورتين) با اندازه  
اقدام   OPOTاز ژن فروپورتين در وكتور  RCPو سپس نسبت به كلون كردن محصول ) 2-3(شکل 
 گردید.
و سپس برش با آنزیم هاي اندونوكلئاز  gninolC RCPتعدادي از كلون هاي بدست آمده به روش 
مورد آناليز قرار گرفت و كلنی هایی كه پس از برش با آنزیم هاي مربوطه قطعاتی با اندازه مورد نظر را 
 نشان دادند براي مرحله بعدي (بيان پروتئين) انتخاب گردید.
 به منظور بيان پروتئين استفاده شد. PFGEpاز وكتور بيانی 
بود كه ترانسفکت آن به داخل سلول  )1/7 pbkاندازه تقریبا كوچک آن ( -1ن وكتور خاب ایاز دلایل انت 
كه پروموتوري قوي براي بيان در سلول هاي   VMCوجود پروموتور  -2و بيان ژن را آسان تر می سازد 
در وكتور بيانی.   )nietorp tnecserolf neerg dnalremE( PFGE وجود ژن  -3یوكاریوتی است 
، این  )etis gninolc elpitluM( SCMا برداشتن كدون پایان در قطعه ژن وارد شده به درون ب
به علت داشتن خاصيت فلورسنت به  PFGپروتئين متصل می گردد. پروتئين  Cپروتئين به انتهاي 
 شناسایی پروتئين كمک می نماید.
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و تایيد آن به روش  npFZ-PFGEpپلاسميد نوتركيب حاوي ژن فروپورتين بعد از بدست آوردن 
استفاده  T 392 KeH و برش با آنزیم هاي اندونوكلئاز، براي بيان ژن از سلول یوكاریوتی  gniceuqeS
 گردید.
 براي بيان پروتئين می توان به دلایل زیر اشاره كرد.   T 392 keHاز دلایل انتخاب سلول یوكاریوتيک
اسيد آمينه) ترشحی و غشایی،  005بهترین سلول ميزبان براي بيان پروتئين هاي بزرگ ( بيشتر از  -1
 سلول یوكاریوتی می باشد. 
در زمانی كه پروتئين بعد از ترجمه دچار تغييراتی مثل گليکوزیلاسيون، فسفریلاسيون و ... می شود  -2
ي می باشد، نمی توان از سلول هاي و این تغيرات براي عملکرد صحيح پروتئين درون سلول ضرور
جزء سلول هایی   392 KeHسلول -3ميزبانی همچون مخمر، حشره و یا باكتري استفاده نمود. 
 است كه سرعت تکثير بالایی داشته و قادر به توليد پروتئين در حجم زیاد است.
ئين هاي سلولی از طریق تحقيقات زیادي نيز روي عملکرد پروتئين فروپورتين و ارتباط آن با دیگر پروت
 ,nostunK ;7002 ocinemoD(انجام شده است   392 keHبيان ژن فروپورتين در سلول هاي 
  . )4002 ,htemeN ;5002
 بيان 56توسط ميکروسکوپ فلورسانت تایيد شد. %  392 keHبيان پروتئين فروپورتين در سلول هاي 
در كل جمعيت سلول ها به روش فلوسایتومتري بدست آمد. متوسط شدت فلورسانس براي  PFGE
است یعنی تقریبا  501ترانسفکت شده  keHو براي سلول هاي  11ترانسفکت نشده  keHسلول هاي 
 برابر بيشتر بود.  01
، توالی اسيد آمينه این پروتئين از طریق  نرم npFبه منظور مشخص كردن خصوصيات بيشتري از پروتئين 
بدست آمد. سپس این توالی اسيد آمينه اي به نرم افزار آنلاین  50.3v rennur eneGافزار  
ساختار  براي بدست آوردن ( 0.2V MMHMTMMHMT/secivres/kd.utd.sbc//:ptth)
 داده شد. npFتوپولوژي پروتئين 
 و  ( 1.3 cylGNteNcylGNteN/secivres/kd.utd.sbc//:ptth )از نرم افزار هاي آنلاین
 Nنيز به ترتيب براي یافتن ميزان  ( 1.3 cylGOteNcylGOteN/secivres/kd.utd.sbc//:ptth )
 npFگليکوزیلاسيون استفاده شد. همچنين نتایج این بررسی پس از ثبت توالی ژن   Oزیلاسيون وگليکو
 )  با نتایج حاصل از دیگر محققين نيز مقایسه گردید.760860MH(با شماره ثبت  knaBeneGدر 
 .oN noissecca knabneG(توالی اسيد آمينه فروپورتين بدست آمده با توالی اسيد آمينه 
درصد هومولوژي نشان داد. ولی هنگاميکه توالی اسيد امينه  001،  la te dooW  )1.43751QAC
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با  )P(مقایسه شد، جابجایی اسيدامينه پرولين  )0002( la te navonoDتهيه شده با نتایج  npF
مشاهده شد.  004در جایگاه  )E(با گلوتامين  )L(و جابجایی لایزین  272در جایگاه  )T(ترئونين 
نشان داد كه در توالی اسيد آمينه ylGOteN و -NteN همچنين نتایج بدست آمده از نرم افزارهاي
گليکوزیلاسيون وجود دارد. با اینحال مقایسه  - O87گليکوزیلاسيون و  -N 4تعداد  npFپروتئين 
 ن بررسی درون نرم افزارما با دیگر موارد در زما npFساختار توپولوژي غشایی پروتئين 
، نتایج یکسانی را نشان داد. بر اساس داده هاي این نرم  (MMHMT/secivres/kd.utd.sbc//:ptth)
 پروتئين فروپورتين درون سيتوپلاسم قرار می گيرد.  Cو  Nافزار انتهاي 
نشان داد كه با نتایج  npFدومين بين غشایی را براي پروتئين  8وجود  MMHMTهمچنين نرم افزار 
دومين بين غشایی را نشان می داد و نيز با نتایج  01و همکاران كه وجود  navonoDارائه شده توسط 
 دومين بين غشایی را  گزارش كرده بودند، متفاوت بود. 21و همکاران كه  eciR
 MMHMTبه نرم افزار  navoneDفروپورتين گزارش شده از  با این حال هنگامی كه توالی اسيد آمينه
كاملا مشابه هم  npFپروتئين  2دومين بين غشایی به دست آمد و توپولوژي  8آنلاین داده شود، همان 
 بود.
دومين بين غشایی باید گفت كه طبق اعلام  21نيز مبنی بر وجود  9002در سال  eciRدر مورد نتایج 
مولفان این نتایج با احتساب تمامی احتمالات وجود دومين بين غشایی بدست آمده است و خود نرم افزار 
دومين را براي پروتئين  8، همان  06با  حذف حضور دومين هاي بين غشایی زیر احتمال %  MMHMT
). بنابراین در نهایت به این نتيجه  رسيدیم كه با وجود 11-3د آورد (شکل فروپورتين بدست خواه
ما در مقایسه با مولفان دیگر تفاوتی را نشان نمی   npFاسيد آمينه، توپولوژي كل پروتئين  2جابجایی در 
 دهد.
جهت ژن تراپی در موش هاي  npFZ-PFGEp مرحله بعدي تحقيق استفاده از پلاسميد نوتركيب 
آلوده به ليشمانيا ماژور بود. همانطور كه می دانيم استفاده از ژن به تنهایی براي درمان به علت  c/BLAB
تجزیه سریع توسط نوكلئازها، جذب بسيار پایين توسط سلول، عدم اختصاصی بودن به سلولی خاص و 
یکی از نيازهاي اوليه قدرت ترانسفکت پایين قابل استفاده نيست بنابراین استفاده از حاملی امن و كارآمد 
. سيستم هاي تحویل دارو  با داشتن اندازه اي مناسب )9002 ,lessiK(براي موفقيت در ژن درمانی است
حدود چند ده و یا چند صد نانومتر قادر به حفاظت از ژن،  دخول به درون سلول و رساندن ژن یا دارو به 
اشند. سيستم تحویل دارو با نانوذرات داراي سلول هاي هدف بوده و كاندیدي مناسب براي درمان می ب
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به علت حجم بسيار كوچک قادر به عبور از رگ هاي خونی بوده و  -1مزایاي زیادي می باشد كه شامل 
 -2چون به سرعت توسط فاگوسيت ها برداشته نمی شوند، ماندگاریشان در جریان خون بسيار بالاست. 
افذ بافت ها و رسيدن به ارگان هاي هدف مثل كبد، طحال، طناب آنها قادر به نفوذ در درون سلول ها و من
، حساسيت Hpقادر به كنترل زمان آزاد سازي دارو می باشند كه به تجزیه پذیري،  -3عصبی و لنف اند. 
آن ماده به دما و یون ها بستگی دارد. در حال حاضر نانوذرات ها به ميزان زیاد براي انتقال دارو، پلی 
.  از این سيستم هاي )7002 ,mullI(ئين، واكسن، اسيد نوكلئيک، ژن ها و ... كاربرد دارندپپتيد، پروت
تحویل دارو می توان به كاتيون ها و آنيون هاي پليمري به ترتيب مانند كایتوزان و آلژینات اشاره كرد كه  
ستفاده براي اندازه هاي به علت سنتز آسان، پایين بودن و یا عدم پاسخ ایمنی در مقابل وكتور و قابليت ا
توسط آنها، خواص فيزیکوشيميایی  ANDمختلفی از ژن، امنيت بالایی دارند. قدرت نگهداري بالاي 
بسيار خوب و تنوع بالاي آنها اجازه ایجاد هر نوع ساختاري را براي رساندن ژن چه به صورت داخل 
مستحکم و پایداري را با اسيد هاي سلولی و چه خارج سلولی می دهد. یک حامل پليمري باید كمپلکس 
نوكلئيک ایجاد نماید تا استحکام ان در محلول هاي بيولوژیک حفظ گردد، همچنين از سيستم بازرسی 
ميزبان مخفی مانده و با شناسایی خصوصيات مشخص در سطح سلول، اسيد وكلئيک را به جمعيت سلولی 
 .)7002 ,gnoeJ( دلخواه تحویل دهد
مسيري مناسب براي اجرا و رسيدن  نانو ذرات به سلول هاي هدف از نکات مهم در ژن  با اینحال انتخاب
درمانی است. به علت خواص چسبندگی موكوسی، كایتوزان حاملی مناسب براي رساندن پلاسميد در 
مسيرهاي موكوسی مانند تجویز به بيمار است. گزارش شده كه كایتوزان قادر به رساندن یک ژن پيام بر از 
 C.F(سير خوراكی به سلول هاي انتروسيت و پلاک هاي پی یر خرگوش ها بوده استم
  )8991 ,nihguaLcaM
براي ساخت نانو ذرات حاوي پلاسميد   )glA(و آلژینات  )ihC(در این تحقيق از پليمر هاي كایتوزان
بت آلژینات به كایتوزان نس -1فاكتور اساسی  4استفاده شد. اپتيمایز كردن سایز نانوذرات با در نظر گرفتن 
نسبت گروه آمينی كایتوزان به  -3 )glA/2lCaC(نسبت كلرید كلسيم به آلژینات  -2 )ihC /glA(
و انجام چندین  9002 ,irozaGصورت گرفت. با توجه به مقاله  Hp -4 )P/N(گروه فسفات ژن 
 0/2،  ihc/glAبراي  1،  P/Nبراي  5آزمایش كوچکترین نانوذرات بدست آمده و با به كار بردن نسبت 
 بدست آمد.   5/3 HPو  glA/2lCaCبراي 
علاوه  بر خصوصيات ذكر شده در بالا، وزن ملکولی كایتوزان نيز در سایز نانو ذرات تاثير دارد بطوري كه 
با كاهش وزن ملکولی كایتوزان، اندازه ذره نيز كوچکتر خواهد شد كاهش بيش از حد وزن ملکولی منجر 
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. همچنين كایتوزان با وزن ملکولی كمتر، )5002 , gnuH( افزایش ناگهانی سایز نانوذرات خواهد شدبه 
. در این تحقيق نيز از  )8002 ,nasgnarahceeW(قدرت ترانسفکت بالاتري به درون سلول دارد 
 استفاده شد.  001 aDkدر حد  )thgiew ralucelom woL(كایتوزان با وزن ملکولی پایين 
 Hpقليایی و خنثی دارد بنابراین محلول آن می بایست در  Hpكایتوزان ذاتا حلاليت كمی در آب با  
گروه كربوكسيل الژینات   Hpتنظيم شد. در این رنج  3,5در حد  Hpاسيدي تهيه گردد. در این تحقيق از 
یونی بين این دو می گردد بار منفی یافته و گروه آمين كایتوزان بار مثبت می یابد كه سبب ایجاد كمپلکس 
 dna 5002 ,salguoD(و سایز نانوذرات حاصل شده كوچکتر خواهد شد )6002 ,otnemraS(
 .)0002 tallehC
آنها  )laitnetop ateZ(از طرف دیگر ثبات بسياري از سيستم هاي كلوئيدي مستقيما به ميزان بار زتا 
ثبات سيستم كلوئيدي خواهد شد و برعکس پایين بستگی دارد. به طور كلی بالا بودن بار زتا منجر به 
. در این آزمایشات بار تمامی نانو ذرات )5002 ,salguoD(بودن آن منجر به توده شدن ذرات می گردد
بود بار  1:1در آنها  ihC/glAسنجيده شد. نانو ذراتی كه نسبت  SZ rezisateZ nrevlaMبا دستگاه 
 + را داشتند. 3,92 Vmزتا در حد 
ا نيز مشخص شده است كه نانوذرات با بار مثبت قادر به اتصال به ميکروتوبول ها و یا پروتئين هاي جدید
سطحی غشاء سلول بوده، ميزان ترانسفکت، حركات و انتقالات سيتوپلاسمی درون سلول بالا می رود 
 )5002 ,gnuH.M(
% 39اندازه گيري شد.  rezylanA eziS elcitraP gnirettacS nrevlaMسایز ذرات نيز با دستگاه 
را داشتند. لازم به ذكر است كه بهترین جذب نانوذرات توسط  881 mnنانو ذرات نيز سایزي حدود 
صورت می گيرد پس نمی بایست مشکلی در جذب این  001-005 mnانتروسيت هاي روده در اندازه 
 نانو ذرات توسط انتروسيت ها بوجود می آمد.
ساعت بعد از ساخت بررسی شد  9الژینات تا  -از ماتریکس هيدروژل كایتوزانميزان آزادسازي پلاسميد 
و در این مدت هيچ آزاد سازي پلاسميدي صورت نگرفت. لازم به ذكر است كه آزادسازي پلاسميد به 
خارج از ماتریکس هيدروژل به سایز فضاهاي موجود در ماتریکس ژل بستگی دارد. سایز عمومی این 
منظور همان زمانی است كه درون محيط آبی   –است (در حالت ورم كرده  5-001 mnفضاها در حدود 
قرار می گيرند) كه بسيار بزرگتر از بسياري از داروهاست بنابراین آزادسازي این داروها از هيدروژل در 
محيط مایع به سرعت صورت می گيرد در حالی كه براي ماكروملکول هایی همچون پلاسميدها به علت 
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زاد سازي از هيدروژل صورت نمی گيرد مگر اینگه سایز آخاصيت هيدرودیناميک موجود در آنها، 
فضاهاي موجود در هيدروژل به گونه اي طراحی و ساخته شده باشد كه این آزاد سازي صورت گيرد. 
س ژل بنابراین آزاد سازي ماكروملکول ها به بيرون بستگی به واكنش هاي شيميایی دارد كه در ماتریک
اتفاق می افتد همانند جدا شدن زنجيره هاي پليمري از هم به علت تجزیه شدن توسط آب ( دگرده شدن 
  )8002 ,late idimaH(هيدروليتيکی) و یا تجزیه توسط آنزیم ها و ... 
پس از ساخت نانو ذرات حاوي پلاسميد نوتركيب، مرحله بعدي تجویز خوراكی آن به موش هاي 
با آنمی همراه است بطوري كه با  c/BLAB. بيماري ليشمانيوز در موش هاي ماده بود c/BLAB
پيشرفت بيماري، شدت آنمی نيز بيشتر شده و در روزهاي آخر عمر، موش به یک حالت كاشکسی و 
 . )2002 ,skcaS(آنمی شدید مبتلا می شود كه شاید یکی از دلایل مرگ حيوان همين آنمی شدید باشد 
ن مقدار درصد حجمی از گویچه هاي قرمز پس از سانتریفيوژ كردن خون می باشد با هماتوكریت كه هما
كاهش آهن خون، پایين می آید. بيان ژن فروپورتين در سلولهاي انتروسيت روده می بایست كه منجر به 
ن بالا رفتن آهن خون و به دنبال آن هماتوكریت شود. نتایج حاصل از این تحقيق در مورد هماتوكریت نشا
به تدریج در هر سه گروه  6تا  3) كه ميزان هماتوكریت به تدریج در طول هفته هاي 3-3داد (نمودار 
و كنترل  PFGEpگروه  2نسبت به  npfZ +PFGEpكاهش یافته است ولی ميزان كلی آن در گروه 
 PFGEp%، در گروه 35برابر  npfZ +PFGEpدر گروه  3بالاتر است. ميانگين هماتوكریت در هفته 
هفته اول  انجام شده این اختلاف در tseT-t% بدست آمد. در آزمون  94/6% و در گروه كنترل  94/4برابر 
در هفته هاي بين گروه اول و سوم معنی دار است.  0/30بين  گروه اول و دوم و در سطح  0/10سطح  در
 ميزان هماتوكریت 6هفته در نيز بين گروه اول و دو گروه دیگر اختلاف معنی داري دیده شد.  5و  4
 . با این حال ميزان هماتوكریت در گروهگروه دیده شد 3نسبت به هفته هاي قبل در هر  كمتري
،  npfZ +PFGEp% در گروه 84/8بطوري كه نسبت به دو گروه دیگر بالاتر بود  npfZ +PFGEp
 % در گروه كنترل دیده شد.74/8و  PFGEp% در گروه 74/4
) كه 2-3نشان داد (نمودار  noitprosba cimotAميزان آهن خون سنجيده شده در موش ها با دستگاه 
بوده كه نسبت به گروه  3,1 mppبرابر با  npfZ +PFGEp، ميانگين آهن خون در گروه 4در هفته 
این  انجام شده tseT-tبالاتر می باشد. در آزمون  0/29 mppو گروه كنترل با  9,0 mppبا  PFGEp
 بين  گروه اول و دوم و نيز  بين گروه اول و سوم معنی دار است.   0/10اختلاف در سطح 
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 +PFGEp، ميانگين آهن خون در هر سه گروه كاهش یافته بود بطوري كه در گروه هاي 6در هفته 
 tseT-tبدست آمد. آزمون  0/67و  0/77، 0/8 mppو كنترل به ترتيب برابر با  PFGEp، npfZ
یکی از دلایل آن مربوط به ریزش  نشان نداد. 6گروه در هفته  3اختلاف معنی داري را بين هيچ كدام از 
روز یک بار است. این امر موجب بيان كوتاه مدت پلاسميد  3سلول هاي انتروسيت روده به مدت هر 
  در سلول هاي انتروسيت می گردد. npfZ +PFGEp
توانسته آهن خون را در سطح معنی  4كه بيان ژن فروپورتين تا هفته  نتایج حاصله بيانگر این مطلب است
بالا نگه دارد. این بالا رفتن آهن خون به دنبال خودش منجر به بالا  npfZ +PFGEpداري در گروه 
 2گروه دیگر شده است ولی بعد از گذشت  2نسبت به  npfZ +PFGEp رفتن هماتو كریت در گروه 
گروه  3ه علت عفونت به ليشمانيا به كاهش خودش ادامه داده است و در هر هفته، آهن خون مجددا ب
تقریبا به یک ميزان رسيده است. كاهش آهن خون نيز كاهش هماتوكریت را به دنبال داشته به طوري كه 
 ) كمترین مقدار را دارد.6و  5، 4، 3هفته اندازه گيري شده (هفته هاي  4از  6ميزان آن در هفته 
كه گفته شد علت انتخاب این موشها حساسيت بالایشان به عفونت با ليشمانيا ماژور است همانطور 
بطوري كه قادر به كنترل بيماري نبوده، عفونت به اندام هاي مجاور و حتی اعضاي احشایی مانند طحال و 
دد كبد پيشرفت می كند و بيماري به شکلی مشابه كالاآزار در می آید كه موجب مرگ جانور می گر
 . )2002 ,skcaS(
براي كنترل بيماري در موش ها، انسان و ... از ميان دو سيستم ایمنی مهم بدن (سلولی و همورال) پاسخ 
هاي ایمنی سلولی نقشی بارز در كنترل این بيماري دارند در حالی كه پاسخ هاي ایمنی همورال نقش 
 چندانی در كنترل بيماري ندارند.
هاي شگرفی در درک ساز و كارهاي ایمونولوژیکی و بيماري زایی ليشمانيوز در سال هاي اخير پيشرفت 
به ویژه در مدل موشی نشان داده شده است بطوري كه مقاومت اكتسابی در مقابل عفونت هاي ليشمانيا 
.  )4002 ,tubetS noV(بستگی دارد  1hTماژور در حد بالایی به القاء و شکل گيري پاسخ هاي
نوع پاسخ ایمنی در موش هاي  2يشمانيا ماژور به موش هاي خالص تلقيح می شود، هنگامی كه انگل ل
القاء می شود و  1hTپاسخ هاي ایمنی  ( 6/LB75Cمختلف دیده می شود. در موش هاي مقاوم (مثل 
به ميزان كافی توليد شده، بيگانه خوارهایی مثل ماكروفاژها را براي از بين بردن  FNTو  γ-NFIدر نتيجه 
. بر عکس دسته دیگري از موشها از جمله موش )6002 ,sreteP ;2002 ,skcaS( گل فعال می كندان
شکل می گيرد كه  2hTدر مقابل ليشمانيا ماژور حساس بوده و در آنها پاسخ هاي ایمنی  c/BLABهاي 
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می شود. بدین ترتيب از  31-LIو  01-LI، 6-LI، 5-LI، 4-LIمنجر به توليد سایتوكاین هایی مثل 
. بيماري در موش هاي )5991 ,raksotaS( جلوگيري می شود 1-hTایجاد پاسخ هاي ایمنی 
با آنمی همراه است بطوري كه با پيشرفت بيماري، شدت آنمی نيز بيشتر شده بطوریکه در  c/BLAB
حيوان همين آنمی  روزهاي آخر عمر، موش به آنمی شدید مبتلا می شود كه شاید یکی از دلایل مرگ
 .)2002 ,skcaS(شدید باشد
با توجه به توضيحات بالا بررسی الگوي سایتوكاینی در موش ها اهميت دارد. بر این اساس در این تحقيق 
 نيز ویژگی بيان ژن فروپورتين در سلول هاي روده در القاء سایتوكاینی مورد مطالعه قرار گرفت. 
+ PFGEpموش هایی كه به آنها نانوذرات حاوي  4)، در هفته 7-3(نمودار  4-LIدر مورد سایتوكاین 
-PFGEp  (  را از خود نشان دادند. این ميزان در گروه اول 4-LIگاواژ شده بود، كاهش مقادیر  NPF
و گروه سوم یا  PFGEp) 8,449lm/gp نسبت به گروه دوم ( 7,88 lm/gp) با ميانگين معادل npFZ
اختلاف معنی داري را بين این سه گروه   tseT-t) بسيار كمتر بود. آزمون 3,159lm/gp همان كنترل (
 55 lm/gpكاهش بيشتري داشته و به  npFZ-PFGEpدر گروه  4-LIميزان  6نشان نداد. در هفته 
 0/40بين گروه اول و دوم و در سطح  0/10انجام شده این اختلاف در سطح  tseT-tرسيد. در آزمون 
 وه اول و سوم معنی دار بود. بين گر
بود كه نقش آن در ليشمانيوز احشایی ثابت شده  01-LIسایتو كاین دیگري كه مورد مطالعه قرار گرفت 
نسبت به دو گروه دیگر  npFZ +PFGEpنيز در گروه  01-LI. ميزان )1002 ,LM yhpruM(است 
 ). 9-3كمتر می باشد(نمودار 
(كنترل) به ترتيب  3و گروه  )PFGEp( 2، گروه  )npFZ-PFGEp(1این ميزان در گروه  4در هفته 
در  4از بقيه كمتر است. این اختلاف در هفته  1ميباشد كه در گروه  52,193و  76,692، 85,602 lm/gp
در تمامی گروه ها كاهش یافت. این ميزان  01-LIمقدار  6معنی دار نبود. در هفته  tseT-tآناليز آماري 
و كنترل بسيار كمتر  PFGEpبوده كه نسبت به گروه  03/8 lm/gp برابر npFZ-PFGEp در گروه 
 بين  گروه اول و سوم معنی دار است. 0/20انجام شده این اختلاف در سطح  tseT-tاست. درآزمون 
 c/BLABروز به مو شهاي  01آهن به مدت  4 rgmنيز با تزریق  8002و همکاران در سال   itsiB
در آنها نسبت به موش هاي كنترل (فاقد  01-LIو  4-LIآلوده به ليشمانيا ماژور نشان دادند كه ميزان 
 دریافت آهن) پایين تر می باشد.
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هفته بعد از  6و  4  γ-NFIنتایج حاصل از آزمون تحریک لنفوسيت هاي گره لنفاوي نشان داد كه ميزان 
). البته انتظار می رفت 5-3غيير معنی داري نيافته است (نمودار گروه تقریبا یکسان بوده و ت 3تزریق در هر 
از  تصور می شوددارند، ميزان آن بالا برود.   γ-NFIكه نقش مهاري روي  01-LIو  4-LIكه با كاهش 
افزایش به این علت باشد كه ماكروفاژها با آهن زیاد، كارایی خود را در مسير هاي وابسته به عدم دلایل 
بالا رفتن عدم این دو منجر به  كاهشاز دست می دهند.  21-LIو یا  α-FNTمثل توليد  γ-NFIتوليد 
 می گردد. γ-NFI
 
-LI/γ-NFIگروه تقریبا مشابه بوده است. نسبت  3بين  6و  4در هفته  4-LI/γ-NFIبا این حال نسبت  
برابر بيشتر می  31و كنترل،  PFGEpنسبت به گروه  npFZ-PFGEpو در گروه  4نيز در هفته  01
گروه دیگر بالاتر می باشد. این  2نسبت به  npFZ-PFGEpباز هم در گروه  6باشد. این نسبت در هفته 
 پيش رفته است. 1hTبه سمت  c/BLABمطلب نشانگر آن است كه تمایل پاسخ ایمنی موش هاي 
ز تزریق انگل به هفته پس ا 6و  4، c/BLABنتایج حاصل از سنجش ميزان بار انگلی در موش هاي 
نسبت به دو گروه دیگر بسيار پایين می باشد  npFZ-PFGEp موشها نشان داد كه بار انگلی در گروه 
 41/8و  01/8بود كه تفاوتی در حد  601×  5,3ميزان بار انگلی  4در هفته  ). در این گروه01-3(نمودار 
) را نشان می دهد. 5/2×701و گروه كنترل ( PFGEp) 3/8× 701برابر كاهش به ترتيب نسبت به گروه (
معنی دار نبود. علت اصلی آن به تعداد كم نمونه و دور  tseT-tولی اختلاف موجود در در آناليز آماري 
بسيار كاهش می یابد و تقریبا ميزان بار انگلی  6ربوط می باشد. این تفاوت در هفته بودن داده ها از هم م
 می باشد. گروه به هم نزدیک 3در هر 
دليل كاهش بار انگلی می تواند به خاطر افزایش انفجار اكسيداتيو یا به عبارتی همان افزایش رادیکال  
2O
به دنبال بالا رفتن آهن در موش ها باشد. در حقيقت یکی از راههاي مقابله با انگل  2O2Hو  -
توسط نوتروفيل ها و ماكروفاژهاي طحال و غدد لنفاوي است  2O2Hو  -2Oليشمانيا، آزاد سازي 
% توسط مکانيسم هاي دیگري جلوي این انفجار 05. هرچند كه انگل ليشمانيا تا حدود )2002 ,oriaC(
اكسيداتيو را در ماكروفاژها می گيرد ولی افزایش آهن در  ماكروفاژ می تواند كمک بزرگی در انفجار 
 داشته باشد. 2O2Hو  -2Oدیکال  اكسيداتيو و افزایش را
می گردد.  )ON(منجر به افزایش ميزان نيتریک اكسيد  γ-NFIاز طرفی دیگر، وجود آهن به همراه  
نقشی اساسی در جلوگيري از رشد پارازیت هاي درون ماكروفاژها داشته و توانایی آنها را در  ONتوليد 
 gnaiJ ;0002 ,nadgoB(ی خواهد گرفت از بين بردن و جلوگيري از پارازیت هاي درون سلول
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با   c/BLABو تبدیل موش هاي  . بدین ترتيب بالا رفتن آهن منجر به كاهش بار انگلی)3991
 ا حساسيت پایين تر می شود.بحساسيت بالا به ليشمانيا ماژور به موش هایی 
 477Jروي سلول هاي ماكروفاژي  γ-NFIنشان دادند كه با تاثير  6002و همکاران در سال   ledriP
چندین برابر بيشتر نسبت به سلول هاي عادي  )SON(موشی، ميزان فعاليت آنزیم نيتریک اكسيد سنتتاز 
 .است نيز گویاي همين نکته 4991و همکاران در سال  ssieWمی شود. همچنين نتایج  تحقيقات 
آلوده به ليشمانيا ماژور  c/BLABآهن به موش هاي  4 rgmبا دادن  8002و همکاران در سال   itsiB
ساعت بعد در سلول هاي درمال منطقه تزریق انگل بالا می  4اكسيداز  HPDANنشان دادند كه ميزان 
با نام  آزاد رادیکال هاي نيتریک اكسيد و و افزایشكوفاكتور دو آنزیم دخيل در توليد  HPDAN رود.
 . )6002 ,sreteP(است xohpهاي نيتریک اكسيد سنتتاز و 
 npFZ-PFGEpهفته متوالی نشان داد كه رشد آن در گروه   01نتایج حاصل از اندازه گيري پنجه پا در 
یين   tseT-t). این اختلافات در آزمون 1-3(نمودار  و كنترل كمتر می باشد PFGEpنسبت به دو گروه 
 6و  4، 3و كنترل در هفته هاي  npFZ-PFGEpو كنترل معنی دار نبوده ولی بين گروه  PFGEpگروه 
. این نتایج بيانگر این مسئله است كه در گروه درمان شده )50/0<p( اختلاف معنی داري را نشان داد
 تورم پنجه پا كه ناشی از رشد و تکثير انگل در آن می باشد، كاهش داشته است.
به موش هاي  8 gmروز تزریق آهن به ميزان  01 نشان دادند كه 0002و همکاران در سال  itsiB
منجر به كاهش رشد اندازه پنجه پا نسبت به موش هاي بدون درمان با  آلوده به ليشمانيا ماژور c/BLAB
  شد. )100.0 <p(آهن در سطح معنی داري 
 
 نتیجه گیری کلی  -2-4
در مجموع نتایج حاصل از این تحقيق نشان می دهد كه انتقال ژن فروپورتين گورخر ماهی  به واسطه 
آلوده به ليشمانيا ماژور  c/BLABنانوذرات بصورت خوراكی  به سلول هاي انتروسيت روده موش هاي 
 منجر به بالا رفتن آهن خون و ميزان هماتوكریت گشته است. 
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 γ-NFIو توليد سایتوكاین  1hTشمانيا پاتوژنی داخل سلولی است، پاسخ ایمنی با توجه به اینکه انگل لي
و توليد  2hTپاسخ ایمنی از نوع   C/BALABجهت كنترل بيماري ضروري است. اما در موش هاي 
 است.  4-LIو  01-LIسایتوكاین هاي 
ين كاهش ميزان به دنبال این افزایش آهن در موش هاي دریافت كننده پلاسميد حاوي ژن فروپورت
 را داشتيم. 01-LIو  4-LIسایتوكاین هاي 
اختلاف معنی داري با دیگر گروهها نداشت ولی  بالا  1hTدر پاسخ  γ-NFIاگرچه ميزان سایتوكاین 
در گروه  2hTدر مقابل  1hTنشان دهنده غلبه پاسخ  01-LI/γ-NFI و   4-LI/γ-NFIرفتن نسبت
 دریافت كننده پلاسميد حاوي ژن است.
  با كاهش بار انگلی و تورم پنجه پا نيز در موش ها همراه می باشد. 1hTاین غلبه پاسخ 
در نهایت است كه  1hTتمایل سيستم ایمنی به سمت پاسخ  و 2hTاین امر نشانگر تضعيف پاسخ هاي 
را در بهبود  npFZ-PFGEpاین نتایج امکان بکار گيري نانوذرات كایتوزان/ الژینات حاوي پلاسميد 
  بيماري ليشمانيوز نشان می دهد.
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 پیشنهادات -3-4
موشی و بررسی  477Jبه درون رده سلولی ماكروفاژي npFZ-PFGEp ترانسفکت كردن نانوذرات  -1
 ortiv ni به صورت حاصل از تجمع آهنتغييرات 
به منظور یافتن  c/BLABبر روي سلول هاي انتروسيت روده موش هاي   RCP emit laeRانجام  -2
 ميزان بيان ژن فروپورتين در این سلول ها
 در آنها PFG-NPFمقطع گيري از بافت روده و بررسی سلول هاي فلورسانت ناشی از بيان  -3
و بررسی  rojam.Lمقاوم به  75Cبه موش هاي مقاوم npFZ-PFGEp خوراكی دادن نانوذرات  -4
 سير بيماري در آنها
اضافه كردن تعداد نمونه ها و گروه هاي مختلف موشی از جمله خوراكی دادن نانوذرات كایتوزان/  -5
 الژینات به تنهایی به موش ها 
ساخت نانوذرات از جنس كایتوزان، كایتوزان/الژینات و یا الژینات و مقایسه ميزان توانایی هر كدام در  -6
  به داخل سلول ترانسفکت
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Cloning and expression of Zebra fish ferroportin and investigatind its 
influence on 
Abstract 
Iron is required for many microbes and pathogens for their survival and 
proliferation including Leishmania which cause leishmaniasis. Leishmaniasis 
is an increasingly serious infectious disease with a wide spectrum of clinical 
manifestations. These range from localized cutaneous leishmaniasis (CL) 
lesions to a lethal visceral form. Certain strains such as BALB/c mice fail to 
control L. major infection and develop progressive lesions and systemic 
disease. These mice are thought to be a model of non-healing forms of  the 
human disease  such as kala-azar or diffuse cutaneous leishmaniasis. 
Progression of disease in BALB/c mice has been associated with the anemia, 
in last days of  their survival, the progressive anemia is considered to be one of 
the reasons of their death. 
Ferroportin (Fpn), a key regulator of iron homeostasis is a conserved 
membrane protein that exports iron across the duodenal enterocytes as well as 
macrophages and hepatocytes into the blood circulation. Fpn has also critical 
influence on survival and proliferation of many microorganisms whose growth 
is dependent upon iron, thus preparation of Fpn is needed to study the role of 
iron in immune responses and pathogenesis of micoorganisms. To prepare and 
characterize a recombinant ferroportin, total RNA was extracted from Indian 
zebrafish duodenum, and used to synthesize cDNA by RT-PCR. PCR product 
was first cloned in Topo TA vector and then subcloned into the GFP 
expression vector pEGFP–N1. The final resulted plasmid (pEGFP-ZFpn) was 
used for expression of FPN-EGFP protein in Hek 293T cells. The expression 
was confirmed by fluorescence microscopy and flow cytometery. Recombinant 
Fpn was further characterized by submission of its predicted amino acid 
sequences to the TMHMM V2.0 prediction server (hidden Markov model), 
NetOGlyc 3.1 server and NetNGlyc 3.1 server. Data emphasised that obtained 
Fpn from indian zebrafish contained eight transmembrane domains with N- 
and C-termini inside the cytoplasm and harboured 78 mucin-type glycosylated 
amino acid. The results indicate that the prepared and characterized 
recombinant Fpn protein has no membrane topology difference compared to 
other Fpn described by other researcher. 
Our next aim was to deliver recombinant plasmid (pEGFP-ZFpn) to entrocyte 
cells. However, naked therapeutic genes are rapidly degraded by nucleases, 
showing poor cellular uptake, nonspecificity to the target cells, and low 
transfection efficiency. The development of safe and efficient gene carriers is 
one of  the prerequisites for the success of gene therapy. Chitosan and alginate 
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polymers were used for oral gene carrier because of their  biodegradability, 
biocompatibility and their mucoadhesive and permeability-enhancing 
properties in the gut. 
Nanoparticles comprising Alginate/Chitosan polymers were prepared by pregel 
preparation method. The resulting nanoparticles had a loading efficiency of 
95% and average size of 188 nm as confirmed by PCS method and SEM 
images had showed spherical particles.  
BALB/c mice were divided to three groups. The first and second group were 
fed with chitosan/alginate nanoparticles containing the pEGFP-ZFpn and 
pEGFP plasmid, respectively (30 μgr/mice) and the third group (control) didn’t 
get any nanoparticles. The result showed BALB/c mice infected by L.major, 
resulted in higher hematocryte and iron level in pEGFP-ZFpn fed mice than 
that in other groups. Consentration of cytokines determined by ELISA showed 
lower levels of IL-4 and IL-10 and higher levels of IFN-γ/IL-4 and IFN-γ/IL-
10 ratios in pEGFP-ZFpn fed mice than that in other groups. Morover more 
limited increase of footpad thickness and significant reduction of viable 
parasites in lymph node was seen in  pEGFP-ZFpn fed mice. The results 
showed the first group exhibited a highr hematocryte and iron compared to the 
other groups. These data strongly suggests the in vivo administration of 
chitosan/alginate nanoparticles containing pEGFP-ZFpn suppress Th2 
response and may be used to control the leishmaniasis . 
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